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3 INTRODUCCIÓN 
 
En Colombia, los depósitos carboníferos se encuentran distribuidos a lo largo de todo el 
país, encontrándose las mayores reservas en los departamentos de La Guajira, Cesar y 
Cundinamarca. También existe carbón de buena calidad en los departamentos de 
Boyacá, Norte de Santander, Córdoba y Santander, mientras que los departamentos de 
Antioquia, Cauca y Valle del Cauca cuentan con menores reservas de carbón útiles para 
la generación de vapor (UPME, 2007). 
 
El total de recursos más reservas medidos en el país es de 7063 millones de toneladas 
(INGEOMINAS, 2004). En el año 2006, la producción de carbón alcanzó 65.5 millones de 
toneladas y las exportaciones fueron del orden de 1461 millones de dólares (UPME, 
2007). 
 
Observando las principales cifras de oferta y demanda mundial de carbón, se encuentra 
que su producción ha crecido más del 50% en los últimos 25 años; el carbón es el 
segundo energético en importancia en el mundo, después del petróleo, y es el principal 
combustible empleado en la industria metalúrgica: cerca del 70% de la producción de 
acero depende del carbón (INGEOMINAS, 2004). 
 
De acuerdo a un estudio realizado por Valderrama (2000) sobre la distribución del azufre 
en las regiones carboníferas de Colombia, las zonas con mayor contenido de azufre se 
encuentran en los departamentos de Cauca y Valle del Cauca. 
 
El principal problema ambiental de estos carbones es que cuando son calcinados, su 
contenido de azufre se combina con el oxígeno para formar dióxido de azufre, el cual 
contribuye enormemente en la polución y generación de lluvia ácida (Prayuenyong, 2002). 
 
Existen métodos físicos y químicos utilizados para remover o reducir los compuestos de 
azufre tanto inorgánicos como orgánicos del carbón. En los procesos físicos, el carbón es 
triturado, molido y lavado, alcanzándose extracciones hasta del 90%. Sin embargo, 
cuando los sulfuros están finamente diseminados en la matriz del carbón, se requieren 
moliendas cada vez más finas, lo que incrementa los costos de operación. Además, estos 
métodos no permiten extraer el azufre orgánico presente en el carbón (Klein, 1998). 
 
Por otra parte, aunque los métodos químicos como la cloración y extracción con hidróxido 
de sodio, cloruro de cobre y soluciones de etanol (Yaman et al., 1995) han demostrado 
ser efectivos para remover tanto el azufre pirítico como orgánico del carbón, éstos son 
costosos, generan residuos contaminantes y afectan las propiedades coquizantes del 
carbón (Eligwe, 1988; Prayuenyong, 2002) 
 
Por lo anterior, en los últimos años las investigaciones han apuntado al desarrollo e 
implementación de métodos biológicos de desulfurización, capaces de remover gran parte 
del azufre inorgánico (hasta el 90%) e incluso disminuir el contenido de azufre orgánico 
sin afectar las propiedades de aglomeración de los carbones coquizantes y con costos 
inferiores a los procesos de desulfurización química (Murr y Mehta, 1982). 
 
Existen muchos reportes sobre el buen desempeño de microorganismos como 
Acidithiobacillus ferrooxidans y Acidithiobacillus thiooxidans para la reducción del azufre 
pirítico en el carbón, mientras que se ha observado que otro tipo de bacterias como 
Sulfolobus acidocaldarius, remueve muy bien tanto el azufre orgánico como el inorgánico 
(Durusoy, 1997). Adicionalmente, se ha encontrado que los microorganismos capaces de 
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degradar el dibenzothiofeno (forma de azufre orgánico en el petróleo), también son 
capaces de remover el azufre orgánico del carbón. Entre los microorganismos que se 
reportan como eficientes para dicha degradación se encuentra el género Rhodococcus 
(Prayuenyong, 2002; Bozdemir, 1997). 
 
En Colombia se han realizado algunos estudios en el área de la biotecnología aplicada a 
sulfuros metálicos asociados a menas del oro (Pérez y Ramírez, 1998; Duque y Noguera, 
2001; Muñoz, 2002; Ossa, 2004; Zapata, 2006; Arroyave, 2008), pero hasta el momento 
no se habían adelantado investigaciones en el área del carbón. 
 
El objetivo general de este proyecto fue determinar la mineralogía del proceso de 
biodesulfurización en algunos carbones de la zona río Guachinte – río Asnazú, (Valle del 
Cauca y Cauca), empleando cepas nativas compatibles con Acidithiobacillus ferrooxidans 
y Acidithiobacillus thiooxidans. 
 
Para alcanzar el objetivo planteado fue necesario conocer, con toda precisión, las fases 
minerales y los tipos de macerales presentes en las muestras de carbón, las diversas 
formas de presentación de los compuestos de azufre (sulfuros (S2-), sulfatos(SO42-) y 
azufre orgánico), así como otros minerales que pudieran afectar el proceso de 
biolixiviación, tales como diversos tipos de carbonato, definiendo para esto sus hábitos, 
tamaño, microquímica, formas de intercrecimiento, entre otros. 
 
Además, se obtuvieron aislados de microorganismos nativos para la realización proceso 
de biodesulfurización, adaptándolos y potenciando sus capacidades fisiológicas para la 
desulfurización. 
 
La caracterización mineralógica del proceso fue realizada a partir de un seguimiento 
continuo de las transformaciones ocurridas en los minerales presentes en el carbón 
(especialmente la pirita). También se monitorearon los principales factores que influyen en 
la acción de dichos microorganismos tales como pH, potencial de óxido-reducción, 
concentración de hierro y sulfatos en solución, entre otros.  
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4 OBJETIVOS 
 
 
4.1 Objetivo general 
 
Identificar las transformaciones mineralógicas que se producen durante el proceso de 
biodesulfurización de carbones con alto contenido de azufre procedentes de los 
departamentos de Valle del Cauca y Cauca. 
 
 
4.2 Objetivos específicos 
 
 Definir la mineralogía y petrografía de las muestras de carbón, haciendo especial 
énfasis en la pirita. 
 
 Determinar los cambios mineralógicos en las diferentes etapas del proceso mediante 
un seguimiento periódico del mismo. 
 
 Evaluar las proporciones de azufre lixiviadas en el tiempo para diferentes tamaños de 
partícula (pasante malla 100 Tyler y pasante malla 200 Tyler), empleando 
microorganismos nativos compatibles con Acidithiobacillus thiooxidans y 
Acidithiobacillus ferrooxidans. 
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5 MARCO TEÓRICO Y ESTADO DEL ARTE 
 
El carbón representa la reserva de energía fósil más grande del mundo, jugando un papel 
muy importante como forma alternativa de energía para combustibles como el gas natural 
y el petróleo, ya que las reservas estimadas de éstos alrededor del mundo indican un 
abastecimiento limitado, quedando el carbón como la única alternativa accesible para la 
producción de energía en muchos países, especialmente aquellos en vía de desarrollo 
(Gómez. et al., 1999). Sin embargo, comparado con el petróleo, el carbón presenta altos 
contenidos de azufre, un constituyente indeseable y perjudicial, ya que es altamente 
contaminante (Kargi, 1986).  
 
En los carbones coquizables, el azufre se fija en el coque y de allí en el metal reducido, 
debilitándolo, por lo que su presencia desde el punto de vista metalúrgico también es 
perjudicial (Valderrama, 2000). 
 
Durante la última década, la minería del carbón en Colombia ha tenido un importante 
desempeño, gracias al incremento de los precios internacionales (Tabla 2), proyectándose 
como uno de los pilares de la economía nacional (UPME, 2007). 
 
Una de las características de los carbones de la región sur-occidental colombiana (Cauca 
y Valle del Cauca) es que poseen altas concentraciones tanto de materia mineral como de 
azufre (0.82% - 8.63%) (Fuentes et al. 1996), lo cual hace que tengan baja demanda para 
los procesos de combustión y se tenga que “importar” carbón de otras regiones del país 
(Barraza et al. 1998). 
 
Adicionalmente, la resolución 898 de agosto 23 de 1995 reglamentó los requisitos de 
calidad del carbón o sus mezclas para consumo en hornos y calderas, estableciendo que 
para el año 2006 el contenido de azufre permitido para dichos consumos deberá ser 
menor del 1% en las regiones Atlántica y Central, e inferior al 1.5% en la Orinoquía 
(MINAMBIENTE, 1995). 
 
Las estrictas regulaciones ambientales implementadas para reducir las emisiones de 
compuestos de azufre generados por la combustión del carbón, es uno de los problemas 
más importantes que la industria minera debe empezar a afrontar, por lo que se hace 
necesaria la implementación de técnicas de biodesulfurización, de tal forma que el carbón 
cumpla con las exigencias mínimas, tanto ambientales como de calidad para su utilización 
en la industria. 
 
El azufre que se encuentra en el carbón puede ser clasificado como orgánico e 
inorgánico. El primero de ellos hace parte de la estructura interna del carbón, enlazado 
principalmente a las estructuras de anillos aromáticos (Kargi, 1986). Por otra parte, el 
azufre inorgánico se presenta en forma de sulfuros (pirita, calcopirita, galena, esfalerita, 
bornita, etc.), sulfatos (yeso, jarosita, baritina) y azufre elemental (Eligwe, 1988). 
 
La desulfurización del carbón puede ser llevada a cabo mediante técnicas físicas y 
químicas, las cuales, aunque eficientes, son costosas y su uso hace que el carbón sea 
menos competitivo en relación con otras fuentes de energía (Gómez et al., 1999). 
 
En los procesos físicos, una considerable cantidad de azufre pirítico finamente distribuido 
puede permanecer ligado a las partículas de carbón. Por otra parte, los métodos químicos 
y físico-químicos, como la hidrodesulfurización, alcanzan ratas de reducción mayores, 
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pero con costos más altos y una generación de residuos y efluentes contaminantes 
(Prayuenyong, 2002). 
 
Investigaciones realizadas en el campo de la biotecnología, demuestran que el uso de 
bacterias quimiolitoautótrofas, capaces de oxidar los compuestos de azufre presentes en 
el carbón, puede convertirse en una alternativa limpia y eficiente para la eliminación del 
azufre orgánico e inorgánico (Rossi, 1993). 
 
Si bien la eficiencia de este tipo de proceso ha sido estudiada por diversos autores 
(Zarubina et al., 1959; Silverman et al., 1961; Rossi, 1993; Olson et al., 1994; Klein et al., 
1994; Juszczak et al., 1995; Aller et al., 2001), son raros los estudios enfocados al análisis 
de las transformaciones desde un punto de vista mineralógico (Márquez et al. 2006). 
Además, se ha demostrado que la velocidad de oxidación de la pirita es diferente, de 
acuerdo a las características específicas de cada substrato (forma, tamaño, asociaciones, 
concentración etc.) (Eligwe, 1988). 
 
Si el proceso de oxidación de la pirita (el principal mineral de azufre presente en estos 
carbones) es comprendido detalladamente, es posible en un futuro optimizar las 
condiciones de biodesulfurización de carbones e incluso extrapolar los resultados a otros 
procesos de beneficio, como son la minería del oro, el cobre y el uranio. 
 
Características como la composición química, proporciones relativas, textura, tipos de 
intercrecimiento, distribución de tamaños, grado de liberación y hábitos de diferentes 
minerales y sus productos en las diferentes etapas del proceso son muy importantes para 
comprender el sistema mineral-bacteria, lo cual permite optimizar el rendimiento de los 
procesos, mejorar la recuperación y/o mitigar problemas ambientales (Márquez et al., 
2006). 
 
 
5.1 Constituyentes del carbón 
 
El carbón es una roca sedimentaria de naturaleza organoclástica compuesta por restos 
litificados de plantas. La composición y el carácter del material está determinado en 
primer lugar por el tipo de constituyentes orgánicos e inorgánicos y en segundo lugar, por 
el grado de diagénesis alcanzado (Thomas, 2002). 
 
Los componentes inherentes a cualquier carbón, están divididos en macerales (el 
equivalente orgánico de los minerales) y materia mineral, que abarca la fracción 
inorgánica y pueden tener un origen primario o secundario. 
 
 
5.1.1 Componentes orgánicos del carbón  
 
Se denominan “macerales” a los componentes primarios de los carbones reconocibles 
microscópicamente. Ellos se forman a partir de los diferentes órganos y tejidos de las 
plantas y animales muertos durante la primera fase de la carbonificación (Ramírez, 1992). 
 
Los macerales se clasifican en tres grandes grupos: vitrinita, liptinita e inertinita, y para 
diferenciarlos, se parte de propiedades como forma, tamaño, poder reflector, 
fluorescencia, color y relieve. Adicionalmente, dentro de cada grupo maceral, existen 
subgrupos según la morfología y el origen de la materia orgánica (tabla 1). 
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Grupo de la Vitrinita 
 
Es el maceral más abundante en los carbones subituminosos y bituminosos. Su contenido 
de oxígeno es mayor en comparación con los demás grupos macerales. 
Proviene de los troncos y raíces de los árboles. Su reflectancia es intermedia entre la 
liptinita y la inertinita y en carbones de bajo rango es posible diferenciar la textura celular 
(Bustin et al., 1985). 
 
 
Tabla 1. Clasificación general de los macerales. Tomado de Ward, 1984 
GRUPO MACERAL MACERAL SUB-MACERAL 
VITRINITA 
Telinita 
Colinita 
Detrovitrinita 
Telocolinita 
Gelocolinita 
Desmocolinita 
Cropocolinita 
LIPTINITA 
Esporinita 
Cutinita 
Resinita 
Alginita 
Liptodetrinita 
Fluorinita 
Bituminita 
Exsudatinita 
Suberinita 
INERTINITA 
Micrinita 
Macrinita 
Semifusinita 
Fusinita 
Esclerotinita 
Inertodetrinita 
 
 
 
Grupo de la Liptinita 
 
Este grupo maceral posee baja reflectancia, es rico en hidrógeno y produce fluorescencia 
bajo luz ultravioleta. Está compuesto por restos de esporas, polen, cutículas de las hojas y 
de las resinas generadas por el metabolismo de las plantas (Bustin et al., 1985). 
 
 
Grupo de la Inertinita 
 
Su principal característica es la alta reflectancia. A pesar de provenir de los mismos 
materiales que dan origen a la vitrinita, los procesos sufridos por la materia orgánica 
(oxidación, quemas, acción bacteriana, etc.) hacen que sus características físicas y 
químicas sean sustancialmente diferentes. Mientras la vitrinita posee un alto contenido de 
oxígeno, los macerales del grupo de la inertinita son ricos en carbono y pobres en 
hidrógeno y oxígeno (Bustin et al., 1985). 
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5.1.2 Rango del carbón 
 
El rango del carbón hace referencia al grado de carbonificación sufrido por la materia 
orgánica, el cual depende principalmente de factores como temperatura, presión y tiempo. 
Si el rango aumenta, el carbón se vuelve anisotrópico debido al incremento de la 
aromatización y la orientación de la estructura molecular (Stach et al., 1975). 
 
Durante la carbonificación, se presenta una pérdida del material volátil presente en la 
materia orgánica; de esta forma, los tres grupos macerales se enriquecen en carbono y 
decrece su contenido de hidrógeno y oxígeno. Adicionalmente, hay una pérdida de agua 
por la compactación y una reducción del volumen (Thomas, 2002). 
 
A partir del grado de carbonificación sufrido por la materia orgánica, el carbón se clasifica 
de menor a mayor rango como: turba, lignito, sub-bituminoso, bituminoso y antracita (tabla 
2). 
 
El contenido mineral del carbón es la fracción no combustible que se introduce en la 
materia orgánica durante la carbonificación y su origen puede ser de tipo detrítico o 
autigénico (Thomas, 2002). 
 
 
Tabla 2. Clasificación de los carbones según el rango. 
 
Fuente: http://www.oviedo.es/personales/carbon/carbon_mineral/carbon%20mineral.htm 
 
 
Existe una amplia asociación de minerales que pueden estar presentes en el carbón, 
entre los cuales se encuentran las arcillas (caolinita, ilita, montmorillonita, haloisita, etc.), 
sulfuros (pirita, marcasita, esfalerita, calcopirita, etc.), carbonatos (calcita, siderita, 
dolomita, aragonito, etc.), óxidos (hematita, magnetita, rutilo, etc.), hidróxidos (boehmita, 
goethita), sulfatos (baritina, yeso, anhidrita, coquimbita, jarosita, etc.), fosfatos (apatito, 
goyazita, etc.), sales (halita, silvina, etc.) y cuarzo (Prayuenyong, 2002; Thomas, 2002). 
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5.1.3 Componentes inorgánicos del carbón 
 
Para los procesos de biodesulfurización, la presencia carbonatos (especialmente la 
calcita) juega un papel muy importante, ya que éstos actúan como un compuesto que, al 
sufrir disociación del radical CO32-, consume ácido (iones H+) en el sistema, aumentando 
el pH de la solución, inhibiendo o retardando de esta forma la actividad bacteriana 
(Silverman et al., 1961). 
 
 
5.2 Formas de azufre en los carbones 
 
El azufre se encuentra en el carbón en proporciones variables desde 0.1% hasta más del 
10% (Vernon y Jones, 1993) en los siguientes estados de combinación: 
 
 
5.2.1 Azufre Inorgánico 
 
Ocurre predominantemente en forma de sulfuros y sulfatos. Existe una fuerte tendencia 
en la industria del carbón a referirse generalmente a todos los sulfuros como pirita y, 
aunque éste es el sulfuro predominante, con frecuencia no es el único presente (Rossi, 
1993). 
 
 
Sulfuros 
 
El azufre presente como sulfuro en el carbón comúnmente es definido como “azufre 
pirítico” dado que es el sulfuro predominante, al igual que su polimorfo: la marcasita. 
Varias especies cristalinas de sulfuro de hierro han sido identificadas en el carbón, 
variando desde la troilita (FeS), la cual en su forma hidratada, hidrotroilita, puede ser 
considerada como el estado inicial en el proceso de la formación de la pirita sedimentaria, 
hasta la pirita y la marcasita, pasando a través de la pirrotita (Rossi, 1993). 
 
Ocasionalmente, otros sulfuros como calcopirita (CuFeS2), arsenopirita (FeAsS), galena 
(PbS), esfalerita (ZnS) y bornita (Cu5FeS2) se encuentran en el carbón, aunque en 
proporciones muy bajas en comparación a la pirita y no contribuyen de manera 
significativa al azufre inorgánico total (Eligwe, 1988). 
 
Las partículas de pirita se distribuyen aleatoriamente en el carbón pero no están 
enlazadas químicamente con él (Wise, 1981). Generalmente se presenta en cristales de 
tamaño micrométrico, como framboides de 10 a 40 μm de diámetro y agregados de mayor 
tamaño (Calkins, 1994). 
 
Existen varias teorías respecto al origen de la pirita en el carbón. Una de ellas propone 
que su formación se da como resultado de la reducción de los iones sulfato a H2S, en 
aguas marinas o salobres, por procesos microbianos. El H2S es incorporado 
químicamente al carbón durante la diagénesis y reacciona con los iones férricos 
presentes en el agua para producir pirita (Calkins, 1994). 
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• Pirita Framboidal 
 
Como pirita framboidal se denomina a los agregados esféricos en forma de frambuesa 
de 2-50 µm de diámetro, compuestos por grupos de pequeños cristales individuales de 
0.5 – 2µm usualmente en arreglos geométricos (Folk, 2005) 
 
Cada agregado posee entre 102 y 105 microcristales equidimensionales (Butler et al. 
2000) con forma de cubos, octaedros o piritoedros, aunque la forma suele permanecer 
constante dentro de un mismo framboide (Butler y Rickard, 2000). 
 
Wilkin et al., (1996), entre otros, han descrito la correlación entre el radio de los 
microcristales y diámetro del framboide (densidad de nucleación), así como las 
condiciones de potencial redox (Eh) en las cuales éstos se forman. De esta forma, en 
un depósito dado, framboides pequeños poseen microcristales pequeños y framboides 
grandes tienen proporcionalmente microcristales más grandes. 
 
Actualmente, existe una gran controversia en cuanto al origen de este tipo de pirita. 
Algunos autores plantean un origen asociado a la descomposición de materia orgánica 
e incluso un origen orgánico para los framboides, en donde los cristales estarían 
conformados por colonias bacterianas fosilizadas como pirita (Schieber, 2002; Folk, 
2005). 
 
Por otra parte, otros autores han sintetizado estos framboides en ausencia de 
microorganismos (Wilkin y Barnes, 1996; Wilkin y Barnes, 1997; Butler, 2000) mediante 
la oxidación de monosulfuros de hierro (FeS) con H2S, en ambientes con poca o nula 
presencia de oxígeno. 
 
 
Sulfatos 
 
Se producen principalmente por la oxidación de la pirita en condiciones húmedas. 
Constituyen una evidencia de que el carbón ha sido expuesto al aire, pues carbones 
bituminosos procedentes de mantos que nunca han sido descubiertos o explotados, se 
encuentran prácticamente libres de sulfatos (Pérez et al., 1982). 
 
Dentro de este grupo aniónico se encuentran la barita (BaSO4), el yeso (CaSO4.2H2O), la 
anhidrita (CaSO4) y un gran número de sulfatos de hierro, dentro de los cuales predomina 
la jarosita (AFe3X(SO4)2(OH)6) (Calkins, 1994). 
 
El azufre en la forma de sulfato es escaso en el carbón, rara vez excede unas pocas 
centésimas de porcentaje, excepto en muestras altamente oxidadas o meteorizadas 
(Pérez, et al., 1982). 
 
 
Azufre Elemental 
 
La presencia de azufre elemental en el carbón ha sido objeto de varios estudios, la 
mayoría de ellos realizados a finales del siglo pasado (Yurovskii, 1974; Hackley et al., 
1990). 
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Esta forma de azufre es extraíble del carbón mediante algunos solventes (etanol, acetona, 
hexano y benceno) (Calkins, 1994) y su origen ha sido interpretado de dos formas 
diferentes. 
 
En 1960, Yurovskii planteó la existencia de azufre elemental como una etapa intermedia 
en la formación de pirita y azufre orgánico durante la carbonificación. Posteriormente, 
Hackley et al. (1990) avalaron dicha teoría y además observaron que en muestras de 
carbón inalteradas no se presentaba esta forma de azufre. 
 
Sin embargo, estudios más recientes indican que durante la oxidación de la pirita y los 
llamados disulfuros (wolframita, molibdenita, etc) no se genera azufre elemental como 
producto intermedio o final (Sand et al., 2001; Ballester, 2005). Por el contrario, se plantea 
que dichos sulfuros al oxidarse generan como principal subproducto el tiosulfato, mientras 
que monosulfuros como la esfalerita, calcopirita, galena, etc., son generadores de azufre 
elemental al oxidarse. 
 
Independientemente de su origen, la poca concentración de azufre elemental presente en 
las muestras de carbón inalteradas ha llevado a que, para todo efecto práctico, el azufre 
sea tenido en cuenta en su forma pirítica, como sulfato y orgánico (Valderrama, 2000). 
 
 
5.2.2 Azufre Orgánico 
 
Es el azufre que está enlazado químicamente con la compleja estructura orgánica del 
carbón y, a diferencia del azufre inorgánico, es más difícil de remover por métodos físicos 
y químicos (Constanti et al., 1994). 
 
El azufre orgánico en el carbón existe tanto en formas alifáticas como aromáticas o 
heterocíclicas, las cuales pueden ser clasificadas en cuatro grupos (Klein et al., 1994):  
 
(i) Tioles aromáticos o alifáticos (mercaptanos, tiofenoles) 
(ii) Alifáticos, aromáticos o sulfuros mezclados (tioeter) 
(iii) Alifáticos, aromáticos o disulfuros mezclados (ditioeter)  
(iv) Compuestos heterocíclicos o del tipo tiofeno (dibenzotiofenos)  
 
De acuerdo con varias investigaciones, se ha podido establecer que en carbones de bajo 
rango predomina el azufre en forma alifática, mientras que en los carbones de alto rango 
hay una mayor concentración de azufre heterocíclico (Klein, 1994).  
 
El azufre orgánico en carbones pobres en azufre (<0.5% en peso) proviene principalmente 
de componentes presentes en la materia orgánica generadora, como algunos 
aminoácidos azufrados (cisteína y cistina) (Calkins, 1994) y de la reacción de H2S con la 
materia orgánica en la turba (Casagrande, 1979). 
 
En la medida en que las necesidades de desulfurización del carbón aumentan, las 
técnicas para cuantificar e identificar los compuestos en el carbón requieren de mayor 
precisión y eficacia. Los métodos convencionales utilizados son los métodos Standard de 
la American Society of Testing Materials (ASTM), donde una muestra de carbón es 
analizada químicamente para determinar el azufre total, el azufre en forma de sulfato y el 
azufre pirítico. El azufre orgánico es obtenido indirectamente por substracción de los 
contenidos de azufre pirítico y sulfato del azufre total (ASTM D-2492, ASTM D-4239) 
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5.3 Lavado físico del carbón 
 
El carbón mineral es utilizado principalmente como material combustible, aprovechando 
su poder calorífico aportado fundamentalmente por la materia orgánica y los gases. La 
materia mineral no sólo no contribuye al poder calorífico del carbón sino que además 
causa problemas operacionales severos, ya que genera precipitados en los hornos y 
problemas ambientales, cuando se emiten gases y partículas a la atmósfera (Atkas et al., 
1998). 
 
Actualmente, se considera que la mejor opción para evitar estos problemas es disminuir, 
hasta donde sea posible, los agentes contaminantes antes de que el carbón ingrese al 
proceso industrial. Esta disminución se ha logrado parcialmente mediante la aplicación de 
métodos de “lavado físico” (Atkas et al., 1998; Honaker et al., 2000; Sripriya et al., 2006). 
Existe una prueba de laboratorio estandarizada para predecir la “lavabilidad” de un tipo 
específico de carbón, denominada flotado y hundido (Norma ASTM D 4371-91). En ésta 
se separan las partículas de materia mineral del carbón aprovechando sus diferencias de 
densidad.  
 
En el ensayo se emplean líquidos densos, con el fin de hallar la densidad a la cual se 
obtiene una mejor separación (con un rango de variación entre 0.9 g/ml y 1.8 g/ml), es 
decir, balanceando la eliminación de la materia mineral y las pérdidas de carbón, que se 
dan fundamentalmente por la existencia de partículas mixtas (partículas de carbón con 
materia mineral), ya que éstas poseen una densidad intermedia.  
 
Al triturar el carbón, se obtiene una mayor liberación de la materia mineral; sin embargo, 
cuando las partículas son muy pequeñas la molienda deja de ser rentable y en muchos 
casos la separación física pierde eficiencia ya que predominan las fuerzas de superficie 
sobre la fuerza gravitacional (Atkas et al., 1998). 
 
De esta forma, la eficiencia de los métodos de lavado físico depende de la densidad del 
medio denso empleado, el grado de liberación y la cantidad de partículas finas en el 
carbón. 
 
 
5.4 Biodesulfurización del carbón 
 
Dentro de las principales ventajas con las que cuenta la utilización de métodos biológicos, 
sobre otras tecnologías tradicionales (métodos físicos y químicos), se encuentran las 
siguientes (Ortiz, 1992; Yannopoulos, 1990): 
 
 No se producen contaminantes gaseosos y los desechos sólidos y líquidos son 
ambientalmente aceptados. 
 La simplicidad y versatilidad del diseño y las operaciones, hacen esta tecnología 
apropiada para el uso en locaciones remotas. 
 No se requiere de mano de obra muy calificada. 
 La puesta en marcha es corta y los costos de capital y operación son bajos. 
 
La mayoría de los estudios sobre la aplicación de métodos biológicos en la desulfurización 
del carbón ha sido enfocada en la utilización de microorganismos mesófilos, 
quimiolitoautótrofos, del género Acidithiobacillus. 
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En 1947, Colmer y Hinkle presentaron uno de los primeros estudios acerca de los 
drenajes ácidos presentes en varias minas de carbón. Los autores asumían que si se 
podía restringir el ingreso de agua y/o el aire a las minas, se reduciría la concentración de 
los compuestos ácidos disueltos en las aguas de drenaje. Igualmente, consideraban que 
el cambio de color de estos líquidos (de tonos claros a ámbar) era generado por la 
oxidación de sulfato ferroso a sulfato férrico. 
 
Posteriormente, Temple y Colmer (1951) demostraron que una bacteria aislada de las 
aguas ácidas de estas minas era la responsable de dicha oxidación. Su afirmación tenía 
como base la interdependencia del crecimiento bacteriano y la oxidación del hierro 
ferroso, la fijación de carbono durante el proceso y las condiciones de acidez de la 
solución. 
 
Los autores encontraron que, al igual que la bacteria Acidithiobacillus thiooxidans, la cepa 
hallada operaba bajo condiciones ácidas y no era posible diferenciarlas bajo el 
microscopio. Sin embargo, se diferenciaba de ella porque era incapaz de oxidar hierro 
ferroso y crecer en un ambiente de azufre elemental. Debido a lo anterior, propusieron el 
nombre de Thiobacillus ferrooxidans para la especie encontrada (posteriormente 
nombrada Acidithiobacillus ferrooxidans (Kelly y Wood, 2000)). 
 
Una de las primeras posibilidades de desulfurización del carbón mediada por bacterias fue 
reportada por Zarubina et al. (1959), en donde se reporta que de un 23% a un 27% de 
azufre en muestras de carbón fue lixiviado después de 30 días. 
 
Silverman et al. (1959) investigaron los efectos de varios factores físicos en la velocidad 
de disolución de pirita en el carbón utilizando A. ferroox. y A. thioox. como oxidantes. Los 
resultados mostraron que la oxidación se aceleraba en muestras de pirita contenida en el 
carbón, en comparación con ensayos utilizando pirita pura. 
 
En 1971, Ford et al. removieron el 80% del azufre pirítico de una muestra de carbón 
después de 24 días de tratamiento, empleando cultivos de A. ferroox. El contenido de 
azufre fue reducido de 4% a 1.8% y de 5.47% a 2.47%, para tamaños de partícula 
pasante malla 100 (Tyler) y pasante malla 200 (Tyler) respectivamente, en un periodo de 
14-23 días. 
 
Capes et al. (1973) propusieron un método involucrando tratamientos combinados físicos 
y biológicos, donde se reporta una remoción del 80% de azufre pirítico. Sin embargo, se 
creyó que la oxidación biológica por A. ferroox. no fue completa, ya que la bacteria sólo 
estuvo en contacto con la muestra durante 3 días. 
 
Gupta et al. (1977) desarrollaron un proceso de biodesulfurización de un carbón con alto 
contenido de pirita empleando un cultivo mixto de Acidithiobacillus sp. y Ferrobacillus sp., 
alcanzando una remoción de 70-90% del azufre pirítico y 20-40% del azufre total. 
 
Dugan y Apel (1978) llevaron a cabo un proceso de remoción casi total de la pirita, 
utilizando cultivos mixtos de A. ferroox. y A. thioox. (in Butler y Kempton, 1986). 
 
Detz y Barvinchak (1979) compararon la capacidad de biodesulfurización de bacterias 
mesófilas (A. ferroox.) y cultivos mixtos de bacterias termófilas, tales como Sulfolobus 
acidocaldarius y ferrolobus. Los resultados mostraron que 86% de la pirita fue removida 
en condiciones de pH entre 2 – 2.4, 28°C y una concentración de pulpa del 20%. Con los 
cultivos mixtos de termófilos más del 90% fue removida. 
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Kempton et al. (1980) optimizaron el proceso desarrollado por Capes et al. en condiciones 
de laboratorio, encontrando un porcentaje de remoción del 88 – 94% de la pirita, 
recirculando las mismas soluciones obtenidas previamente en el proceso (Butler y 
Kempton, 1986). 
 
Mishra et al. (1980) removieron parte de las fracciones pirítica, orgánica y como sulfato 
del azufre presente en una muestra de carbón, empleando una mezcla de A. ferroox. y 
bacterias acidófilas nativas. 
 
En 1982, Andrews y Maczuga lograron lixiviar el 90% del azufre pirítico de un carbón 
después de dos semanas, empleando un cultivo mixto de A. ferroox., A. thioox. y 
heterótrofos acidófilos. Los ensayos se realizaron a un pH de 2.5 y temperatura ambiente. 
 
Posteriormente, Cwalina et al. (1983) afirmaron haber alcanzado una remoción de 5.5% - 
38.1% de azufre total para varios carbones norteamericanos, utilizando un cultivo de A. 
ferroox. y A. thioox., por un periodo de residencia de 30 días. 
 
La posibilidad de reducir el alto contenido de azufre de un carbón español mediante un 
consorcio de Acidithiobacillus sp. y una cepa pura de Sulfolobus sp.  fue estudiada por 
separado. Blazquez et al. (1993) encontraron que el tratamiento bacteriano con 
Acidithiobacillus sp. fue más efectivo en remover el azufre pirítico, mientras que 
Sulfolobus sp. presentó una mayor remoción del azufre orgánico. 
 
Juszczak et al. (1995), evaluaron el proceso de biodesulfurización de un carbón con 6.8% 
de azufre total empleando A. ferroox. para diferentes condiciones de operación 
(concentración de Fe+2 inicial, temperatura, pH y densidad de sólidos). Para el sustrato 
analizado, se encontró que las condiciones óptimas del proceso se dieron para una 
concentración de sólidos de 2.4% w/v, una concentración de hierro ferroso de 15g/dm3, 
30ºC y siete días de operación. Los niveles de extracción de azufre alcanzados fueron de 
62% del azufre total y 54% del azufre pirítico. 
 
En un estudio llevado a cabo sobre carbones de la India con un contenido de azufre total 
de 5.5%, se comparó la efectividad del proceso de biodesulfurización empleando una 
mezcla de bacterias del género Acidithiobacillus, antes y después de tratar las muestras 
químicamente con NH4OH y Na2CO3. Las muestras pretratadas presentaron una mayor 
remoción de azufre (35-38%) en comparación con el carbón crudo (5-27%). No obstante, 
la fracción orgánica, principal aportante del azufre al carbón, no pudo ser removida con 
estos tratamientos (Tripathy et al., 1998). 
 
Malik et al. (2000) desarrollaron un experimento de biodesulfurización para un carbón de 
India en bioreactores batch a un volumen de 250 ml. Los microorganismos empleados 
fueron A. ferroox. y una cepa de este mismo tipo crecida en azufre elemental. Cinco días 
después de comenzar el proceso, los microorganismos crecidos en azufre fueron 
añadidos a uno de los ensayos, incrementando la tasa de solubilización del hierro en un 
35%, en comparación con las muestras inoculadas solamente con la cepa inicial de A. 
ferroox. El 97% del azufre pirítico fue removido en presencia de microorganismos crecidos 
en azufre, en comparación con un 77% para las muestras donde solo operó la cepa 
original. 
 
En 2001, Acharya et al., evaluaron las condiciones ideales para el proceso de 
biodesulfurización de tres carbones con diferente rango, empleando cepas nativas 
compatibles con A. ferroox. Para el caso de un carbón bituminoso, después de 30 días, se 
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alcanzó una extracción de 63% de azufre total, empleando un 2% w/v de sólidos, un 
tamaño de partícula pasante malla 325, una temperatura de 35ºC y una agitación de 140 
r.p.m. 
 
En el mismo año, Aller et al. (2001) llevaron a cabo el proceso de biodesulfurización de 
carbones españoles con diferente rango, comparando la eficiencia de cepas nativas 
procedentes de una mina de carbón y los microorganismos adheridos a cada una de las 
muestras a tratar. De acuerdo con los resultados, hubo mayor extracción de azufre en las 
muestras inoculadas con los microorganismos inherentes a cada sustrato (70-90%). No 
obstante, aunque se determinó por SEM la presencia de Acidithiobacillus sp. y 
Leptospirillum sp. en todos los cultivos empleados, algunos de los consorcios nativos 
presentaban microbiota acompañante que no fue caracterizada por completo. 
 
Jorjani et al. (2004) emplearon cultivos mixtos de Acidithiobacillus ferrooxidans y 
Leptospirillum ferrooxidans para un proceso de biodesulfurización combinado en 
erlenmeyer y columnas empacadas de 50 cm de alto y 7.5 cm de diámetro. Al determinar 
las mejores condiciones de operación para el ensayo, se encontró que el mayor 
porcentaje de azufre lixiviado (91.8% de azufre pirítico y 53.5% de azufre total) se 
presentó para un pH inicial de 2.0, un tamaño de partícula menor a 180 mm, una densidad 
de pulpa de 5%, 30ºC y un periodo de 10 días. La principal forma de ocurrencia de la pirita 
en el sustrato era de tipo framboidal. 
 
Acharya et al. (2005), llevaron a cabo un proceso de biodesulfurización para un carbón 
con alto contenido de azufre orgánico, empleando un hongo compatible con el género 
Aspergillus, aislado de la misma muestra de carbón. Para un tamaño de partícula pasante 
malla 200 (Tyler) y una concentración de sólidos del 2% w/v, se eliminó 70-80% del azufre 
total después de 10 días. 
 
 
5.4.1 Microorganismos involucrados en el proceso 
 
Los microorganismos involucrados en el proceso de remoción del azufre inorgánico 
presente en el carbón obtienen la energía para desarrollar sus funciones metabólicas de 
la oxidación de iones ferrosos y/o compuestos reducidos del azufre presentes en el 
sustrato, siendo ésta una de las principales razones por la que los sulfuros se constituyen 
en recursos energéticos para ellos (Bosecker, 1997; Brock, 1998).  
 
Los principales microorganismos involucrados en la oxidación de la pirita son los 
mesófilos Acidithiobacillus ferrooxidans, Acidithiobacillus thiooxidans y Leptospirillum 
ferrooxidans. También, a elevadas temperaturas, los termófilos Acidithiobacillus caldus, 
Metallosphaera sedula, Acidianus brierleyi y Sulfolobus acidocaldarius (Schippers et al. 
1999), han demostrado ser un grupo de microorganismos con gran potencial para este fin, 
sin embargo, existe una considerable menor cantidad de estudios con este grupo. 
 
Estos microorganismos (especialmente los mesófilos) pueden ser fácilmente aislados a 
partir de drenajes ácidos de mina o lugares donde depósitos de sulfuros están expuestos 
a los agentes atmosféricos (Rawlings et al., 1999; Jhonson, 2001). 
 
Además del carbono, los microorganismos requieren de elementos como O, N, H, P, S y 
K para construir su pared celular y realizar funciones metabólicas (McIntosh et al., 1997). 
Es por ello que muchos de los medios de cultivo propuestos actualmente, poseen 
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compuestos similares, diferenciándose en cuanto a sus proporciones relativas (Rossi, 
1990). 
 
 
Acidithiobacillus ferrooxidans 
 
Anteriormente denominada Thiobacillus ferrooxidans y renombrada por Kelly y Wood en 
2001. 
 
Es una bacteria gramnegativa, con forma de bastón y tamaño promedio de 0.5 a 0.6μm de 
ancho y 1 a 2μm de largo (Rossi, 1990) (figura 1). Es quimiolitoautotrófica obligada, 
obteniendo la energía necesaria para su crecimiento de la oxidación del ión ferroso (Fe2+) 
a férrico (Fe3+) y compuestos reducidos de azufre tales como S2- (sulfuro), S0, S2O32- 
(tiosulfato), SO32- (sulfito) y S4O62 (tetrationato) a ácido sulfúrico (H2SO4), utilizando el 
oxígeno como aceptor final de electrones (Ingledew, 1986, Rossi, 1990, Kelly y Wood, 
2000). 
 
Los valores de temperatura y pH óptimos para el crecimiento de A. ferroox. están 
alrededor de 30ºC y 2, respectivamente. En la tabla 3 se encuentran los resultados de 
varios estudios tendientes a determinar los niveles óptimos de estos dos parámetros para 
el adecuado crecimiento de la bacteria. 
 
 
Figura 1. Imagen de microscopía de fuerza atómica de una célula de A. ferroox. adherida 
a una superficie pirita (tomada de Sand et al., 2001) 
 
 
Tabla 3. Valores de temperatura y pH óptimos para el crecimiento de A. ferroox. 
reportados por varios autores. Tomada de Daoud y Karamanev (2006) 
Referencia pH óptimo 
Torma (1977) 2.3 
Karamanev y Nikolov (1988) 2.0 
Smith et al. (1988) 2.0 – 2.3  
Drobner et al. (1990) 2.0 
 T óptima (ºC) 
Ahonen y Tuovinen (1989) 28 
Okereke y Stevens (1991) 30 
Smith et al. (1988) 25 – 30  
Nemati (1996) 35 
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Acidithiobacillus thiooxidans 
 
Morfológicamente tiene las mismas características de A. ferroox. y también es capaz de 
oxidar compuestos reducidos de azufre (S2-, S0, S2O32- y S4O62-) a sulfato, pero se 
diferencia de ésta en su incapacidad para oxidar el ión Fe2+ (Eligwe, 1988). 
 
Este microorganismo es mucho más efectivo para la oxidación de azufre elemental que A. 
ferroox., caracterizándose por soportar altos niveles de acidez (pH 0.5) (Rawlings, 2002) y 
por disminuir el pH en el medio hasta valores inferiores a 1, como resultado de la 
producción de ácido sulfúrico en las reacciones de oxidación (Leathen et al., 1953). 
 
Su temperatura óptima de crecimiento está alrededor de 28 – 30°C, siendo muy similar a 
la de A. ferroox. 
 
 
5.4.2 Mecanismos de oxidación de sulfuros mediados por bacterias  
 
Por muchos años, ha sido reconocida la oxidación química de sulfuros por el ión férrico y 
ha existido un consenso acerca de papel que juegan los microorganismos en procesos de 
biooxidación. De esta forma, se ha considerado que la oxidación del ión Fe2+ a Fe3+ 
mediada por algunas bacterias, mantiene la concentración de este último en altos niveles 
y por lo tanto incrementa la eficiencia del proceso, ya que el principal agente oxidante 
(Fe3+) se regenera constantemente por la acción de las bacterias. 
 
El mecanismo por el cual la lixiviación/oxidación se da por la interacción del mineral con 
productos intermedios o finales del metabolismo de las bacterias, sin que existan 
reacciones enzimáticas actuando directamente sobre el sulfuro, ha sido tradicionalmente 
conocido como mecanismo indirecto (Leathen et al., 1953; Tuovinen et al., 1994; Blake et 
al., 1994; Rodríguez et al., 2001). 
 
En este mecanismo es claro que la regeneración y oxidación de los iones de hierro 
disueltos juega un papel central y crítico. La principal reacción para la pirita se plantea 
bajo las siguientes expresiones (1 y 2) (Eligwe, 1988): 
 
FeS2 + 14 Fe3+ + 8 H2O  →  15 Fe2+ + 16 H+ + 2 SO42-          (1) 
 
A. ferroox. 
2Fe2+ + 2H+ + 0.5 O2    →   2Fe3+ + H2O             (2) 
 
Por otro lado, en 1964 Silverman y Ehrlich propusieron la existencia de otro rol 
desempeñado por las bacterias en la biooxidación de sulfuros, en donde A. ferroox. 
aumentaba la velocidad de disolución del sulfuro de hierro (pirita), mediante la secreción 
extracelular de un oxidante enzimático. El planteamiento de dicha hipótesis implicaba la 
adhesión de la bacteria a la superficie del mineral, por lo que se denominó mecanismo 
directo. 
 
Posteriormente, Silverman (1967) redefinió esta clasificación planteando tres categorías o 
mecanismos: indirecto, de contacto indirecto y de contacto directo. En el mecanismo de 
contacto directo, la bacteria se adhiere al mineral y lo oxida directamente, mediante un 
sistema enzimático, sin que sea necesaria la presencia de iones férricos. 
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Por otra parte, el mecanismo de contacto indirecto propone que la bacteria, también 
adherida al mineral, oxida el ión ferroso a férrico dentro de una capa o cápsula de material 
polimérico extracelular (EPS) de espesor nanométrico, constituida principalmente por 
azúcares y lípidos. Finalmente, los iones férricos dentro de dicha capa son los encargados 
de oxidar al mineral (figura 2). 
 
Solución 
lixiviante
Citoplasma
Membrana citoplasmática
Membrana externa
Espacio periplasmático
Capa de exopolímeros
Glóbulo de azufre (politionato)
Compuestos de hierro en el exopolímero
pirita
ataque
Célula de 
Acidithiobacillus  
ferrooxidans
 
Figura 2. Modelo del mecanismo de contacto indirecto para una célula de A. ferroox. 
adherida a pirita (modificado de Sand y Gehrke, 2006). 
 
 
Varios estudios han demostrado la existencia de esta capa secretada por las células y la 
consideran como una ampliación del radio de acción de las células que tiene dos 
funciones principales: servir como medio de adhesión de las células al sustrato y como 
compartimento en el que se llevan a cabo las reacciones químicas que permiten oxidar el 
mineral (Sand et al., 2001; Kinzler et al., 2003; Sand y Gehrke, 2006; Harneit et al., 2006). 
En la figura 3 se encuentra una representación esquemática de los tres mecanismos. 
 
 
 
 
Figura 3. Mecanismos de oxidación bacteriana propuestos por Silverman (1967). A) 
Mecanismo indirecto. B) Mecanismo de contacto indirecto. C) Mecanismo de contacto 
directo. Tomado de Crundwell (2003). 
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Adicionalmente, en publicaciones más recientes algunos autores hacen referencia al 
mecanismo de lixiviación cooperativa, en donde bacterias del género Acidithiobacillus 
(como A. ferroox. y A. thioox.), adheridas al sustrato mineral, oxidan el mismo, liberando 
compuestos químicos que sirven de fuente de energía para aquellos microorganismos 
que están suspendidos en el medio (Rojas-Chapana et al., 1998, Tributsch, 2001). 
 
Igualmente, en investigaciones recientes se ha encontrado que puede existir una 
aceleración de la oxidación de los minerales sulfurosos, tanto en minas abandonadas 
como en minas con procesos industriales activos, debido a las interacciones existentes 
entre consorcios de acidófilos presentes en dichos lugares (Bacelar - Nicolau et al. 1999; 
Bond et al. 2000; Johnson, 1998 y 2001; Rawlings et al. 1999). 
 
Existe gran controversia sobre la existencia del mecanismo de contacto directo, 
especialmente en lo referente a la determinación del agente enzimático encargado de 
lixiviar directamente los sulfuros. En 2001, Rojas y Chapana concluyeron que las huellas 
observadas sobre la superficie de pirita durante la oxidación con A. ferroox. fueron 
producidas por un cargador químico segregado por la bacteria, el cual fue identificado 
como cisteína, un fosfolípido presente en la capa de exopolímeros que envuelve a este 
tipo de microorganismos. 
 
Si bien los autores determinaron que en presencia de este compuesto la oxidación de la 
pirita fue completa luego de 13 días del proceso mientras que en su ausencia sólo se 
alcanzó un 80% de oxidación luego de 17 días, la relación entre la cisteína y la cinética de 
la oxidación no fue claramente establecida. 
 
Una de las revisiones más completas sobre esta controversia es la realizada por 
Crundwell en 2003, en donde además se discuten las condiciones necesarias y 
suficientes para demostrar la existencia del mecanismo de contacto directo. De esta 
forma, la presencia de “pits” o huellas en la superficie del mineral, con forma y tamaño 
similar al de los microorganismos, la cual ha sido utilizada por varios autores para 
“demostrar” el mecanismo de contacto directo (Tributsch (1976), solamente se puede 
considerar como evidencia del contacto bacteria-mineral, ya que también podrían ser 
producto del mecanismo de contacto indirecto. 
 
Por otra parte, el autor indica que antes que encontrar el agente enzimático oxidante, es 
prioritario establecer si la presencia de los microorganismos incrementa la tasa de 
lixiviación del mineral, en comparación con un ensayo químico (abiótico), en el cual se 
garanticen las mismas condiciones para las concentraciones de Fe+2 y Fe3+. 
 
Los estudios que comparan la tasa de disolución de un mineral en presencia y ausencia 
de microorganismos (Boon y Heijnen (1993)) presentan errores en este aspecto, pues las 
bacterias regeneran el hierro férrico (mecanismo indirecto), lo cual no sucede en la 
lixiviación química y si no se controlan estos parámetros, los ensayos no pueden ser 
comparativos ni concluyentes para demostrar la existencia del mecanismo directo. 
 
En un completo estudio realizado comparando la lixiviación de pirita en presencia y 
ausencia de microorganismos, bajo las mismas concentraciones de iones Fe+2 y Fe3+, 
además de medidas electroquímicas (Holmes et al., 1999; Holmes y Crundwell (2000); 
Fowler et al., 2001) se encontró que la presencia de bacterias aumenta la tasa de 
oxidación del mineral debido a un incremento en el pH de la superficie del mismo, mas no 
a la acción de un mecanismo directo. 
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Si bien la existencia o no del mecanismo de contacto directo sigue sin aclararse, a pesar 
de todas las investigaciones adelantadas hasta el momento. Sobre lo que sí hay un 
consenso es en que la acción catalítica de las bacterias conocida como mecanismo 
indirecto, en donde los iones de hierro ferroso (Fe2+) son constantemente oxidados a su 
forma férrica (Fe3+), es la que más aporta a la biolixiviación de los sulfuros (Edwards et al., 
2001; Fowler et al., 2001; Sand et al., 2001; Rohwerder et al., 2003). 
 
No obstante, en algunos casos, no es posible adjudicarle a este mecanismo el papel 
principal en la oxidación de varios sulfuros. Tal es el caso de los experimentos biológicos 
realizados en sulfuros de zinc (esfalerita) y plomo (galena), en donde los microorganismos 
son capaces de disolver el mineral sin el suministro de hierro como fuente de energía 
(Pistorio et al., 1994; Mejía y Ospina, 2007).   
 
Con el fin de dilucidar estas aparentes contradicciones, en los últimos años W. Sand y su 
grupo de investigación de la Universidad de Hamburgo (Alemania), han propuesto una 
división del mecanismo indirecto en dos grupos, a partir de las diferentes rutas de 
oxidación seguidas por los sulfuros: vía tiosulfato y vía polisulfuro (Shippers et al., 1996; 
Shippers y Sand, 1999 y Sand et al., 2001). 
 
Estos modelos están basados en un mecanismo de biooxidación netamente indirecto, 
donde la función de la bacteria es regenerar el Fe3+ y/o protones (H+) y concentrarlos en la 
interfase mineral/agua o mineral/bacteria, con el fin de aumentar el ataque (degradación). 
 
La base de las diferencias entre los productos intermedios formados está fundamentada 
en la teoría de bandas de valencia y orbital molecular (Schippers y Sand, 1999). 
 
 
Mecanismo vía polisulfuro 
 
Muchos sulfuros son semiconductores y, de acuerdo a la teoría de orbital molecular y de 
banda de valencia, los orbitales tanto de átomos simples como de moléculas forman 
bandas de electrones con diferentes niveles de energía. Tributsch y Bennett (1981a y b) 
han investigado en detalle las propiedades semiconductoras y los aspectos 
electroquímicos de algunos sulfuros y la forma en que estas propiedades influyen en el 
proceso de biolixiviación. 
 
De acuerdo con estos estudios, sulfuros como la esfalerita (ZnS), calcopirita (CuFeS2), 
covelita (CuS) y galena (PbS) pueden ser atacados, en mayor o menor grado, por un 
ácido. Esto se debe a que la banda de valencia se deriva de electrones pertenecientes 
tanto a los átomos de azufre como a los átomos del metal. 
 
La degradación de los sulfuros, en este caso, está controlada por una serie de productos 
intermedios (polisulfuros), quienes son transformados a azufre elemental (figura 4) y éste 
a su vez es oxidado por acción biológica a ácido sulfúrico. 
 
 
Figura 4. Esquema simplificado del mecanismo del polisulfuro según Schippers y Sand 
(1999) 
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El ataque de estos sulfuros (MS) por Fe3+ y H+ es planteado mediante la ecuación 3 
(Schippers y Sand, 1999; Sand et al., 2001): 
 
MS + Fe3+ 2H+ → M2+ + H2S*+ + Fe2+                  (3) 
 
El papel de las bacterias durante la biolixiviación de sulfuros metálicos consiste entonces 
en generar el ácido sulfúrico, abasteciendo al medio de protones para la hidrólisis del 
mineral, y mantener el hierro en un estado oxidado, como Fe3+, para el ataque oxidante 
del mismo (Rodríguez et al., 2001). 
 
 
Mecanismo vía tiosulfato 
 
Es el que se presenta en sulfuros como la pirita (FeS2), molibdenita (MoS2) y wolframita 
(WS2), en donde la banda de valencia no se deriva de los átomos de azufre sino de los 
orbitales d de los átomos del metal. Lo anterior impide que estos sulfuros sean solubles 
en ácido y por ello sólo son atacables por agentes oxidantes como el hierro férrico (Fe+3). 
 
El hecho de que solamente bacterias con capacidad para oxidar al ión ferroso puedan 
disolver la pirita es uno de los pilares que sustentan la hipótesis de que el mecanismo 
indirecto es el más importante en el proceso de biolixiviación de este mineral (Ballester, 
2005). 
 
Los productos de oxidación de la pirita por este medio son iones de hierro ferroso 
hexahidratados y tiosulfato. Mientras que los primeros son oxidados posteriormente al 
estado férrico, el tiosulfato es oxidado a sulfato vía compuestos intermedios, como se 
esquematiza en la figura 5. 
 
 
 
Figura 5. Esquema simplificado del mecanismo del tiosulfato en la oxidación de la pirita 
según Sand et al., 2001 
 
 
Para el caso de la pirita, las reacciones pueden ser resumidas mediante las ecuaciones 4 
y 5 (Sand et al., 2001): 
 
FeS2 + 6Fe3+ + 3H2O → S2O32- + 7Fe2+ + 6H+                (4) 
 
S2O32- + 8Fe3+ + 5H2O → 2SO42- + 8Fe3+ + 10H+               (5) 
 
Finalmente, en la figura 6 se presenta un resumen de ambas vías del mecanismo 
indirecto. 
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5.4.3 Algunos factores que afectan el proceso 
 
La oxidación de los sulfuros, incluyendo pirita, calcopirita, esfalerita, etc., además del 
azufre orgánico presente en el carbón, es fuertemente influenciada por la interacción de la 
temperatura, el pH, el potencial redox y el tamaño de partícula. Dicha oxidación se puede 
monitorear indirectamente determinando el pH, potencial redox y sulfatos disueltos entre 
otros. Por ejemplo, cuando la oxidación es activa los valores de redox pueden llegar 
alrededor de 600 mv. (Lasse y Olli, 1991). 
 
 
Temperatura 
 
La temperatura óptima de oxidación de hierro ferroso, azufre elemental y sulfuros 
metálicos por microorganismos mesófilos se encuentra entre 30°C y 45°C. Temperaturas 
mayores de estos valores pueden destruir las bacterias o inhibir su crecimiento. La 
temperatura tiene un efecto importante en la actividad bacteriana, en la cinética de la 
oxidación química y en la solubilidad del oxígeno y el dióxido de carbono. Se considera 
que por debajo de 30°C la acción bacteriana decrece exponencialmente con la 
disminución de la temperatura (Eligwe, 1988; Prayuenyong, 2002). 
 
 
 
Figura 6. Mecanismos indirectos en la biolixiviación de sulfuros según Schippers y Sand 
(1999) Af = A. ferroox.; Lf = L. ferroox.; At = A. thioox. 
 
 
pH 
 
Algunos autores han reportado que el pH óptimo para la remoción de pirita en el carbón 
está en un rango de 2 – 2.5. Karavaiko et al. (1985), sugieren que valores de pH altos 
podrían afectar la pared celular de las bacterias quimiolitotrofas. 
 
En general, la tolerancia y actividad de los microorganismos frente al pH varía 
enormemente para las diferentes especies; se ha reportado un rango óptimo muy amplio 
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entre pH de 1.0 a 5.0 (Eligwe, 1988). Particularmente, A. thioox. es capaz de soportar 
valores de pH tan bajos como 0.5 (Bevilaqua, comunicación verbal). 
 
En la tabla 3 se presentan los valores de pH y temperatura reportados por algunos 
autores para el óptimo funcionamiento de A. ferroox. 
 
Adicionalmente, para controlar la precipitación del hierro en forma de sulfatos (jarosita), el 
pH debe estar por debajo alrededor de 1,6 – 1,7, aunque estos valores dependen también 
de la temperatura de operación del ensayo (Daoud y Karamanev, 2006). 
 
 
Potencial redox (Eh) 
 
El valor del Eh, se encuentra definido por los pares de oxido-reducción que interactúan 
sobre el electrodo platino. En el caso de sistemas de biolixiviación, los pares de interés 
son: el par ferroso/férrico y el par oxígeno (disuelto)/agua. Sin embargo, la presencia de 
hierro en solución, hace que el efecto del oxígeno no sea considerable y para efectos 
prácticos se considera que el Eh está fundamentalmente definido por la relación Fe3+/Fe2+  
(Meruane, 2002). 
 
Para evitar la precipitación de hierro como jarosita durante el proceso de biooxidación se 
recomienda un rango de Eh de +400 - +500 mV (Eligwe, 1988). 
 
Aparte del Eh, el potencial de electrodos (EP) del mineral, así como su conductividad y 
estructura cristalina, también influencian la velocidad de oxidación y lixiviación por acción 
microbiana. Cuando el EP de un sulfuro es muy cercano al Eh del medio, no ocurre 
oxidación, ya que esto indica que tanto el mineral como el medio están energéticamente 
en equilibrio (Rossi, 1993).  
 
 
Composición del medio lixiviante 
 
El nitrógeno como amonio, el potasio, calcio, fósforo, hierro como sulfato ferroso y el 
magnesio son generalmente nutrientes esenciales para el crecimiento de las bacterias de 
interés, necesitando diferentes concentraciones de estos nutrientes, de acuerdo a 
condiciones ambientales y a la especie. El carbono usualmente es provisto por el CO2, sin 
embargo otros recursos de carbón como los carbonatos también pueden ser utilizados 
(Eligwe, 1988). 
 
La composición de los medios de cultivo más utilizados para las especies A. ferroox. y A. 
thioox. se encuentra descrita en la tabla 4. 
 
 
Concentración de iones metálicos 
 
Muchas de las bacterias oxidantes de sulfuros son resistentes a altas concentraciones de 
metales tales como Al, Zn, Cu, Co, Cr entre otros; sin embargo, algunos iones de metales 
como U, Ag, Cd, As, Hg, Pb, son más tóxicos para ellas y altas concentraciones de éstos 
pueden inhibir el crecimiento celular (Eligwe, 1988). 
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Tabla 4. Composición de los medios de cultivo propuestos por varios autores para A. 
ferroox. y A. thioox. Las cantidades están dadas en g/L. 
 
Componente 
9K 
Silverman y 
Lundgren 
(1959) 
Tuovinen 
y Kelly 
 (1973) 
Ahonen y 
Tuovinen 
(1989) 
Barron y 
Luecking 
(1992) 
Okereke y 
Stevens 
(1991) 
(NH4)SO4 3.0 0.4 0.4 3.5 2.0 
MgSO4.7H2O 0.5 0.4 0.4 0.06 0.25 
K2HPO4 0.5 0.1 0.4 0.06 0.25 
KCl 0.1 - - 0.12 0.1 
Ca(NO3)2 0.01 - - 0.002 0.01 
FeSO4.7H2O 44.25 33.3 29.8 74.5 167 
H2SO4 a pH 2.3 a pH 1.9 a pH 1.5 a pH 1.9 a pH 2.4 
 
 
Concentración de sustrato y área superficial 
 
El área específica de superficie es uno de los principales factores que afectan el proceso 
de oxidación bacteriana. La velocidad de remoción y lixiviación del mineral incrementa a 
medida que aumenta el área de superficie, es decir, cuando el tamaño de las partículas 
disminuye (Eligwe, 1988). En algunos casos, las partículas de carbón deben ser reducidas 
a niveles muy finos (pasante malla 325 Tyler) para mejorar la accesibilidad de la pirita por 
parte de las bacterias (Kargi, 1986). 
 
La concentración del sustrato, también llamada densidad de pulpa o proporción sólido-
líquido, influye en la oxidación bacteriana. De esta forma, cuando la densidad de pulpa es 
muy alta, los esfuerzos cortantes que se generan al colisionar las partículas entre sí y con 
los microorganismos, pueden inhibirlos e incluso causar daños en su pared celular  
(Prayuenyong, 2002; Malik et al., 2004)) 
Por otra parte, una alta concentración de sólidos interfiere con el transporte de nutrientes 
como el oxígeno y el CO2 hacia los microorganismos (Eligwe, 1988; Malik et al., 2004)). 
 
 
Compuestos orgánicos 
 
Compuestos orgánicos generados durante el proceso de biodesulfurización del carbón 
(fenoles, hidroxilos y carboxilos) pueden generar un efecto inhibitorio del proceso, aunque 
su efecto ha sido poco estudiado (Eligwe, 1988). 
 
El efecto inhibitorio de estos compuestos puede ser remediado por la utilización de 
microorganismos heterótrofos tales como T. acidophilus, T. novellus y T. perometabolis en 
cultivos mixtos con los autótrofos (Eligwe, 1988; Prayuenyong, 2002). 
 
 
5.4.4 Productos de la oxidación bacteriana 
 
La generación de drenajes ácidos de mina (AMD por sus siglas en inglés) se ha 
convertido en un importante problema de polución para muchos países, lo que ha 
motivado varios trabajos de investigación tendientes a desarrollar tecnologías de 
mitigación para este problema (Kawano y Tomita, 2001; Katrina et al., 2000; Akcil y 
Koldas, 2006). 
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Aunque frecuentemente se asume que los drenajes ácidos de mina poseen valores de pH 
muy bajos, la acidez de dichos efluentes presenta una gran variabilidad (2.0 – 8.5) que 
depende principalmente del ambiente geológico y del estado de las reacciones (Bigham et 
al., 1992). 
 
Si bien la producción del drenaje ácido de mina ocurre naturalmente cuando sustratos 
ricos en azufre son expuestos a la acción del agua y el oxígeno, la minería puede 
incrementar su generación, ya que expone mayor cantidad de sulfuros al ataque de estos 
agentes. Adicionalmente, algunos microorganismos (entre ellos Acidithiobacillus 
ferrooxidans) pueden acelerar el proceso de generación de drenajes ácidos de mina por 
su acción catalítica oxidativa (Akcil y Koldas, 2006). 
 
Por mucho tiempo se consideró que la mineralogía de los precipitados hallados en este 
tipo de efluentes constaba de hidróxidos de hierro amorfos. No obstante, estudios más 
detallados sobre este tema han permitido identificar una amplia variedad de minerales y 
compuestos de baja cristalinidad, como azufre elemental, minerales del grupo de la 
jarosita, oxi-hidróxidos de hierro y sulfatos (Bigham et al., 1992; Ahonen y Tuovinen, 1994; 
Bigham et al., 1996; Sánchez et al., 2005; Jönson et al., 2006). 
 
En 1971, Duncan y Bruynesteyn sugirieron que la formación de sulfato básico de hierro, a 
partir de sulfato férrico, se daba de acuerdo a la siguiente ecuación:  
 
3Fe2(SO4)3 + 12H2O → 2HFe3(SO4)2(OH)6 + 5H2SO4            (6) 
 
En donde el ión H+ puede ser reemplazado por otros cationes monovalentes y en donde la 
relación depende fuertemente del pH del medio. 
 
Posteriormente, Ivarson (1973) demostró que los precipitados formados en presencia de 
A. ferroox. constaban principalmente de hidroxi-sulfatos de hierro, de igual composición a 
las jarositas encontradas en la naturaleza. En este caso, la precipitación estaba regida por 
la reacción 7, en donde M+ representa cationes como H3O+, Na+, K+ y NH4+, entre otros. 
 
3Fe3+ + M+ + 2H2SO4- + 6H2O → MFe3(SO4)2(OH)6 + 8H+           (7) 
 
La jarosita es una de las principales fases comúnmente formadas en sistemas de 
biooxidación de sulfuros (Ivarson, 1973; Márquez, 1999, Ossa, 2004; Ahonen y Tuovinen, 
1993; Sasaki y Hidetaka, 2000; Daoud and Karamanev, 2006; Bevilaqua, 2002). 
 
Este mineral pertenece al grupo alunita-jarosita, cuya fórmula general es AB3(OH)6(XO4)2 
(Scott, 1987), donde A es un sitio de coordinación 12 que usualmente está ocupado por 
cationes de K+, Na+, H3O+, NH4+, aunque también pueden estar presentes cationes como 
Ag+, ½Pb+2, ½Ca2+. La posición B representa un sitio de coordinación octaédrica que es 
ocupado por el Fe3+ en las jarositas y por el Al3+ en las alunitas, aunque también puede 
incluir Pb2+, Zn2+, Mg2+, etc. En el caso de la jarosita, en la celda cristalina el hierro está 
unido a cuatro oxígenos de hidroxilas (grupos OH) y dos oxígenos de los grupos SO42-. 
Finalmente, el sitio X posee una coordinación tetraédrica y puede contener S, P, As, Sb, 
Cr, Se y Si. También puede haber una sustitución del XO4 por el ión CO32- (Dutrizac y 
Jambor, 1987; Scott, 1990; Foster et al., 1998). 
 
La jarosita presenta una estructura hexagonal (figura 7) y las dimensiones de la celda 
unitaria pueden variar ligeramente de acuerdo con la composición química. De esta forma, 
el tamaño del eje a aumenta con la sustitución de Fe3+ por Al3+ en el sitio B y el eje c 
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decrece con la sustitución de Na+ por K+ en el sitio A (Papike et al., 2006). 
 
En los procesos biohidrometalúrgicos, la formación de jarosita tiene un efecto negativo en 
muchas de las aplicaciones que requieren el uso de A. ferroox., especialmente en los 
procesos de biodesulfurización de gases. Algunos de los efectos incluyen la disminución 
del hierro férrico utilizado como el absorbente para el disulfuro de hidrógeno, bloqueo de 
bombas, válvulas, tuberías, etc. y la creación de barreras cinéticas para la difusión de los 
reactivos y productos a través de dicha zona (Daoud y Karamanev, 2006). Además, si se 
tiene en cuenta que el par Fe3+/Fe2+ constituye el principal sistema redox en el medio 
lixiviante, un decrecimiento en la concentración relativa del hierro férrico disuelto puede 
causar una disminución en el potencial redox del medio y por lo tanto en la disolución de 
los sulfuros (Ahonen y Tuovinen, 1994). 
 
La estabilización de los drenajes ácidos de mina y sus precipitados utilizando cal 
(Ca(OH)2) fue la base de las técnicas utilizadas inicialmente; sin embargo, especialmente 
en climas húmedos, la adecuada estabilidad del producto formado no es clara (Ledin y 
Pedersen, 1996). Por ello, se han empleado otros agentes neutralizantes como carbonato 
de sodio (Na2CO3), soda caústica (NaOH) e hidróxido de magnesio (Mg(OH)2) (Akcil y 
Koldas, 2006). 
 
 
 
Figura 7. Estructura cristalina de la jarosita proyectada bajo el eje a. Tomada de Papike et 
al., 2006 
 
 
También se han adelantado investigaciones con el fin de utilizar los precipitados 
generados durante la neutralización de jarosita/alunita (principalmente el yeso) en la 
industria del cemento, aprovechando su alto contenido de sulfatos y con el fin de darle un 
uso industrial a estos desechos (Katsioti et al., 2005). 
En el caso del azufre elemental, que se puede formar en el transcurso de la oxidación de 
varios sulfuros, éste puede acumularse si las bacterias oxidantes de azufre se encuentran 
ausentes o inhibidas. El azufre elemental puede presentarse suspendido como agregados 
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libres y cristales o conformando capas sobre la superficie de los sulfuros (Zapata, 2006, 
Fowler y Crundwell, 1999). En este último caso, la superficie de los sulfuros se ve 
afectada por la presencia de una barrera que reduce las velocidades de difusión de los 
oxidantes y los metales lixiviados. Ambos fenómenos afectan negativamente la eficiencia 
del proceso de lixiviación (Rohwerder et al., 2003). 
La schwertmanita (Fe8O8(OH)6SO4), es otro hidroxi-sulfato que puede formarse a partir de 
la oxidación del hierro ferroso, en medios con presencia de bacterias oxidantes de hierro. 
Es una fase de baja cristalinidad, cuya formación se ve favorecida en ambientes con pH 
en el intervalo de 2.3-4.5 (Bigham et al., 1996) y concentraciones de sulfato en el intervalo 
de 1000 a 3000mg/L (Bigham et al., 1994). Aunque es una fase inestable y puede 
transformarse espontáneamente fases como goethita y jarosita, donde dicha 
transformación ocurre principalmente a temperaturas superiores a 45ºC (Wang et al., 
2006). 
La ferrihidrita (Fe5HO8.4H2O) puede producirse por una rápida hidrólisis del Fe3+ y es una 
de las fases dominantes a pH>5 en sedimentos de drenajes efluentes, siendo de 
tonalidades más rojas que aquellos asociados a drenajes más ácidos. Generalmente, es 
pobremente cristalina pero puede mostrar variaciones en su ordenamiento estructural 
(Bigham et al., 1992). 
La goethita (α-FeO(OH)) es generalmente un producto menor en sistemas de biooxidación 
de sulfuros. Presenta gran afinidad por grupos aniónicos SO4 adsorbidos en su superficie. 
Trabajos experimentales han mostrado que la schwertmanita gradualmente puede 
transformarse a goethita a valores de pH de 3.3 y 3.6 (Bigham et al., 1996). 
En presencia de carbonato de calcio (calcita/aragonito), la condición ácida y rica en 
sulfatos del medio conlleva a la generación de yeso y bicarbonatos, como puede verse en 
la reacción 8 (Dwivedy y Mathur, 1995). Es por ello que en muchos procesos de 
biooxidación/biodesulfurización de sustratos que contienen carbonatos (principalmente 
calcita), el yeso es un mineral frecuentemente encontrado en los precipitados (Baldi et al., 
1991; Dwivedy y Mathur, 1995; Ossa, 2004; Zapata, 2006; García et al., 2007). 
 
CaCO3 + H2SO4 + H2O → CaSO4.H2O + HCO3- + H+             (8) 
 
 
5.5 Carbones de Valle del Cauca y Cauca 
 
Colombia cuenta con reservas de carbón de excelente calidad, suficientes para abastecer 
el mercado interno por largo tiempo y participar con una interesante proporción en el 
mercado mundial, siendo una tercera parte de dichas reservas, carbones coquizables de 
importancia en el mercado energético, principalmente en la industria (MINERCOL, 2004). 
 
El país tiene doce zonas carboníferas distribuidas en la Costa Atlántica y en el interior del 
país (figura 8). Estas regiones comprenden los departamentos de La Guajira, Cesar, 
Córdoba, Santander, Norte de Santander, Cundinamarca, Boyacá, Antioquia, Valle del 
Cauca y Cauca (MINERCOL, 2004). 
 
La tabla 5 presenta la cantidad de recursos y reservas en millones de toneladas (MT) para 
los diferentes departamentos (MINERCOL, 2001). 
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Figura 8. Distribución del carbón en Colombia. Tomado de INGEOMINAS (2004) 
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Tabla 5. Reservas medidas e indicadas de carbón por zonas y por tipo de carbón (tomada 
de Minercol, 2001) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
En los últimos años, la producción y exportación de este recurso energético se ha 
incrementado como resultado del incremento de los precios a nivel mundial. En el año 
2006, la producción de carbón en el país alcanzó los 65.5 millones de toneladas (tabla 2) 
y las exportaciones fueron de 1461 millones de dólares (UPME, 2007). 
 
De acuerdo a un estudio realizado por Valderrama (2000) sobre la distribución del azufre 
en las regiones carboníferas de Colombia, se tiene que las zonas con mayor contenido de 
azufre se encuentran en los departamentos del Cauca y Valle del Cauca, como se 
muestra en la tabla 6. 
 
 
Tabla 6. Producción y exportaciones de carbón en miles de toneladas (1999 - 2006). 
Tomado de UPME, 2007 
 
 
 
La zona carbonífera del Valle del Cauca se encuentra ubicada hacia el occidente del país 
sobre las estribaciones del flanco oriental de la Cordillera Occidental. Se prolonga al 
occidente del río Cauca desde Yumbo al norte, hasta El Tambo (Cauca) al sur, con una 
extensión de más de 100 km. de largo y 3,5 km. de ancho promedio. Los carbones en 
esta región son bituminosos con altos contenidos de cenizas (UPME, 2006). 
 
Estudios más detallados en estas zonas realizados por ECOCARBON (1996), muestran, 
con base en los análisis químicos realizados, que los carbones a lo largo de toda la 
cuenca carbonífera del Valle del Cauca y Cauca presentan grandes variaciones en cuanto 
a los porcentajes totales de azufre variando desde 0.22% hasta 8.53%. 
Zona Carbonífera Medidas Indicadas Tipo de Carbón
Guajira 3648 Termico
Cesar 1922 589 Térmico
Córdoba 381 257 Térmico
Nte. Santander 116 315 Térmico
Santander 57 114 Térmico, Coquizable
C/marca-Boyacá 406 1343 Térmico, Coquizable
Antioquia 89 225 Térmico, Coquizable
Valle y Cauca 36 89 Térmico
Total 6655 2932 Térmico
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El sector Río Guachinte - Río Asnazú se encuentra localizado en la parte sur del 
departamento del Valle del Cauca y al norte del departamento del Cauca, limitado al este 
por el río Cauca. Comprende los municipios de Jamundí al norte, Buenos Aires al centro y 
Suárez al sur. 
 
Los mantos de carbón correspondientes a esta zona presentan espesores variables 
desde 0,8 a 4,4 m, humedades relativamente bajas, pero con contenidos de cenizas por lo 
general muy altos y porcentajes de azufre mayores del 3% en el 63% de las muestras 
(tabla 7); el poder calorífico varía de acuerdo al contenido de cenizas desde 5.839 hasta 
14.607 BTU/Lb. 
 
Los carbones de la zona del río Guachinte son empleados para combustión en plantas 
generadoras para la producción de azúcar, papel y cemento a nivel local (Reyes et al., 
2003). 
 
De acuerdo a los estudios de ECOCARBÓN (1996), para el 79% de las muestras es 
necesario realizar proceso de lavado físico con el fin de ser empleadas en los procesos de 
combustión convencional. 
 
 
Tabla 7. Recursos y reservas totales y valores límites de azufre total en el Valle del Cauca 
y Cauca. Tomada de Ecocarbón, 1996 
SECTOR AZUFRE (%) Mín   Máx 
Total Recursos y Reservas 
(MT) 
Golondrinas-Río Cañaveralejo (V del C) 0.24 1.56 8.30 
Río Cañaveralejo-Río Pance (V del C) 0.46 5.3 17.30 
Río Pance-Río Guachinte (V del C) 0.22 8.53 16.87 
Río Guachinte (V del C) -Río Asnazú (C) 0.5 8.53 44.78 
Río Dinde-Quebrada Honda (C) 0.5 5.0 21.03 
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6 METODOLOGÍA 
 
Con el fin de cumplir a cabalidad con los objetivos del presente trabajo, se decidió usar 
dos sustratos de carbón: uno proveniente de la zona del río Guachinte (Valle del Cauca) y 
otro proveniente de la zona del río Asnazú (Cauca). Adicionalmente, para ambos 
materiales se realizaron ensayos con dos tamaños de partícula: pasante malla 100 (-150 
μm Tyler mesh) y pastante malla 200 (-75 μm Tyler mesh). 
 
Para llevar a cabo el proceso de biodesulfurización, se seleccionaron dos tipos de inóculo, 
ambos con microorganismos nativos: Uno utilizando cepas compatibles con 
Acidithiobacillus ferrooxidans y otro constituido por un consorcio de cepas compatibles 
con Acidithiobacillus ferrooxidans + Acidithiobacillus thiooxidans. 
 
 
6.1 Toma de muestras 
 
Teniendo en cuenta que la zona del río Guachinte (Valle del Cauca) - río Asnazú (Cauca) 
presenta los mayores contenidos de azufre en el carbón, así como el mayor número de 
recursos y reservas, se seleccionaron cuatro minas de la zona con el fin de tomar 
muestras de los frentes de explotación. 
 
Para garantizar el alto contenido de azufre de los carbones muestreados, se contó con el 
apoyo de INGEOMINAS – Regional Jamundí.  
 
La principal vía de acceso a la zona es la carretera Panamericana, que une la ciudad de 
Cali con Popayán y a su vez representa el principal medio de comunicación terrestre del 
suroccidente con el resto del país. 
 
En el sector La Ferreira, ubicado en la zona del río Guachinte, se tomaron muestras de 
las minas conocidas como “La Cinco” y “La Gasosa”. Por otra parte, para la zona del río 
Asnazú, se seleccionaron las minas “La Gloria” y “El Vampiro II”, ubicadas el sector de 
Santa Bárbara (Morales, Cauca) (figuras 9a y 9b). 
 
 
    
Figura 9. Frentes de explotación (a) mina “La Gasosa” (Sector río Guachinte), (b) mina“La 
Gloria” (sector río Asnazú) 
 
 
a b
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Las características de rumbo y buzamiento de los mantos de carbón, así como sus 
espesores en cada frente de explotación, se encuentran resumidos en la tabla 8. 
 
 
Tabla 8. Características generales de los mantos de carbón muestreados 
Sector Mina Orientación del manto Espesor (m) 
La Cinco S 45° W / 84° NW 1.30 río Guachinte La Gasosa S 40° W / 85° NE 0.83 
El Vampiro II N 15° E / 73° SE 0.87 río Asnazú La Gloria N 12° E / 16° N 2.80 
 
 
La toma de muestras de drenajes ácidos de mina con el fin de aislar los microorganismos 
nativos compatibles con A. ferroox. y A. thioox., se llevó a cabo en la mina “El Vampiro II”. 
Allí, la presencia de películas húmedas de color pardo – amarillento en la superficie a lo 
largo de las paredes de la mina, conocidas como “caparrosa” son una evidencia de la 
actividad bacteriana y son indicadoras de sulfatos de hierro (Figura 10). 
 
 
 
Figura 10. Recubrimiento de caparrosa en las paredes de la mina “El Vampiro II” (sector 
río Asnazú) 
 
 
6.2 Preparación de muestras 
 
 
6.2.1 Preparación y análisis inicial de las muestras 
 
Después de uno o varios cuarteos sucesivos, se hizo una reducción de tamaño de 
partícula mediante trituradora de mandíbula y pulverizador de discos concéntricos con el 
fin de preparar las muestras para los análisis de formas de azufre. 
 
Para este proceso, se trabajó con un tamaño de partícula inferior a la malla 60 (0.246mm) 
y se siguieron los procedimientos descritos en las normas ASTM D-4239 y ASTM D-2492. 
 
Después de cuantificar las formas de azufre para los cuatro carbones muestreados, se 
procedió a seleccionar las dos que poseían los mayores contenidos de azufre (una de 
cada zona de estudio), con el fin de utilizarlas en los procesos de biodesulfurización. 
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A estos dos carbones se le hicieron los posteriores análisis de DRX y FTIR, para lo cual 
se molieron la muestras en mortero de ágata hasta una granulometría pasante malla No. 
200 (Tyler). Esta reducción se hizo mediante un mortero de ágata con el fin de, además 
de prevenir posible contaminación por desprendimiento de partículas, evitar las 
transformaciones de fase causadas por fricción y/o temperatura que se pueden generar 
en un molino convencional, para lo cual además se agregó acetona al inicio de la 
molienda. 
 
Para la caracterización mineralógica y petrográfica de los carbones seleccionados, se 
realizaron dos tipos de pulido para observar en el microscopio de luz reflejada: de 
fragmentos de carbón y de granos. 
 
Los primeros son útiles para establecer cómo son las relaciones entre la fracción mineral 
y los diferentes macerales, mientras que los segundos permiten hacer la caracterización 
petrográfica del carbón. 
 
Para construir los pulidos de trozos de carbón se realizó una inspección visual del material 
extraído de la mina y se seleccionaron los fragmentos que presentaban la mayor cantidad 
de sulfuros en su superficie. Posteriormente, los fragmentos fueron recortados de forma 
perpendicular a la estratificación, usando una cortadora de disco, hasta obtener 
“monedas” de aproximadamente 2cm de diámetro y 1cm de alto. Finalmente, se realizó su 
montaje en una resina epóxica y fueron desbastados y pulidos mediante cortadora de 
disco, papel de lija de agua No. 1500 y alúmina (1mm, 0.3mm y 0.05mm). 
 
Por otro lado, la elaboración de los montajes de granos, que permiten la caracterización 
petrográfica de los diferentes carbones muestreados, se llevó a cabo con tamaños de 
partícula comprendidos entre la malla 20 (0.939 mm) y la malla 30 (0.558 mm). El 
procedimiento seguido para su pulido final fue el mismo empleado para los montajes de 
trozos descrito anteriormente. 
 
Las secciones pulidas fueron analizadas mediante microscopía óptica de luz plana 
polarizada, modo luz reflejada, utilizando un microscopio óptico marca Leitz Laborolux 
11POL, con objetivos de aumento de 10X y 20X en aire y 32X y 50X en aceite, con el fin 
de identificar las fases presentes, haciendo énfasis en las texturas y asociaciones de la 
pirita con los macerales del carbón. 
 
Las medidas de reflectancia de la vitrinita, útiles para establecer el rango del carbón, 
fueron hechas en secciones pulidas con aceite de inmersión, usando un microscopio Leitz 
Wetzlar MPV-Combi con un objetivo de 50X y un estándar de 0.517% de reflectancia. 
 
Adicionalmente, con el fin de complementar las observaciones hechas mediante el 
microscopio óptico y determinar la microquímica de las fases minerales, las muestras 
fueron analizadas mediante microscopía electrónica de barrido (SEM: Scanning Electron 
Microscopy) en un equipo marca JEOL JSM 5910 LV, utilizando un detector EDS (Energy 
Dispersive X ray Spectrometer) Oxford modelo 7324, para hacer análisis microquímicos.  
 
Para el análisis con SEM/EDS las muestras fueron previamente metalizadas con grafito, 
utilizándose un voltaje de aceleración de 25kV, con un tiempo de colecta de 120 
segundos. 
 
Finalmente, análisis por difracción de rayos X (DRX) también fueron hechos como 
complemento a las técnicas anteriores. Para esto, la muestra fue molida utilizando 
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acetona en un mortero de ágata hasta un tamaño de partícula pasante malla 200 (Tyler 
mesh). Los análisis para DRX se hicieron utilizando un difractómetro marca Panalytical 
referencia X'Pert Pro MPD, con una radiación de Cu Kα, con voltaje y corriente de 45 kV y 
40 mA respectivamente. El rango de barrido fue de 3º - 70º, con un paso de 0.026º y 
configuración θ - 2θ. 
 
 
6.3 Preparación ensayos de biolixiviación 
 
 
6.3.1 Aislamiento y adaptación de los microorganismos 
 
Para el aislamiento de los microorganismos acidófilos nativos de la zona del río Asnazú, 
se tomaron muestras previamente enriquecidas en medios de cultivo T&K (Tuovinen y 
Kelly, 1973)  y 9K (Silverman y Lundgren, 1959) modificados, a partir de drenajes ácidos 
de la mina “El Vampiro II” (figuras 11a y 11b). 
  
 
   
Figura 11. Toma de muestras de drenajes ácidos de mina en el sector del río Asnazú 
para el aislamiento de los microorganismos 
 
 
Con el fin de garantizar la compatibilidad de los microorganismos empleados con A. 
ferroox. y A. thioox., se hizo un crecimiento en medio sólido de los mismos, así como una 
serie de pruebas bioquímicas. 
 
La siembra en medio sólido fue llevada a cabo siguiendo la metodología descrita en 
García et al.(1992).  
 
Una vez obtenidos los cultivos a partir de colonias individuales, se procedió a realizar las 
pruebas bioquímicas descritas en el manual de Bergey (Staley et al., 1998). 
 
Este método consiste en el monitoreo del crecimiento por oxidación en compuestos 
reducidos de azufre y/o hierro, dependiendo de la especie, en condiciones ácidas. Dentro 
de los sustratos que hacen parte de la serie bioquímica específica para identificar los 
quimiolitotrofos de interés, se encuentran: el tetrationato, tiocianato, tiosulfato, azufre 
elemental y sulfato ferroso. 
 
En general, el concepto de positivo se asume como un buen crecimiento de dichos 
microorganismos puros, el cambio de color o la precipitación de compuestos insolubles. 
 
a b
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A. ferroox. es positiva para el tetrationato, tiosulfato, azufre (precipitación del elemento 
insoluble), sulfato ferroso (cambio de color a rojo) y negativa para el tiocianato. Por otra 
parte, A. thioox. es positiva para el tetrationato, tiosulfato, azufre (precipitación del 
elemento insoluble) y negativa para el tiocianato y el sulfato ferroso. 
 
Finalmente, los microorganismos compatibles con las especies de interés fueron llevados 
a ocho períodos de adaptación sucesivos, en donde el medio de cultivo fue el T&K 
(Tuovinen y Kelly, 1973)  modificado para aquellos compatibles con A. ferroox. y el y 9K 
(Silverman y Lundgren, 1959) modificado para los compatibles con A. thioox. (tabla 9). 
 
Dado que la adaptación consiste en aclimatar a los microorganismos a las condiciones de 
operación deseadas (temperatura, agitación, pH, sustrato, etc.), se llevaron a cabo ocho 
ensayos, cada uno con una duración de 12-15 días, en donde paulatinamente se 
incrementó el porcentaje de sólidos (carbón) y se disminuyó la fuente de energía de los 
medios de cultivo (sulfato ferroso para A. ferroox. y azufre elemental para A. thioox.). Las 
características de los ensayos se encuentran resumidas en las tablas 10 y 11. 
 
 
Tabla 9. Composición de los medios T&K y 9K modificados 
Componente 
9K modificado 
para A. thioox.
g/L 
T&K modificado 
para A. ferroox. 
g/L 
(NH4)SO4 3 0.5 
MgSO4.7H2O 0.5 0.5 
K2HPO4 0.5 0.5 
KCl 0.1 - 
Ca(NO3)2 0.01 - 
FeSO4.7H2O - 33.3 
S° 10 - 
pH ajustado con H2SO 3.0 1.8 
 
 
Tabla 10. Programación de ensayos para la adaptación de las cepas compatibles con A. 
ferroox. 
Ensayo 
No. 
Medio T&K 
modificado 
ml 
Sulfato 
ferroso 
g/L 
Tamaño 
partícula 
Malla Tyler 
% sólidos 
(peso/volumen) 
 
Inóculo
ml 
1 85 16.67 3/8” – 10 5 10 
2 85 16.67 10 – 30 5 10 
3 85 16.67 30 – 100 5 10 
4 87 6.67 100 – 200 5 10 
5 89 3.33 < 200 5 10 
6 89.5 1.67 < 200 7 10 
7 89.8 0.67 < 200 10 10 
8 89.8 0.67 < 200 10 10 
 
 
Todos los ensayos fueron realizados por duplicado con su respectivo control abiótico, 
usando erlenmeyers de 250 ml a un volumen de 100 ml, una temperatura de 30 ± 1 ºC y 
180 ± 5 r.p.m. Periódicamente se hicieron mediciones de pH y Eh para monitorear la 
actividad y el crecimiento de los microorganismos. 
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Tabla 11. Programación de ensayos para la adaptación de las cepas compatibles con A. 
thioox. 
Ensayo 
No. 
Medio 9K 
ml 
Azufre
g 
Tamaño partícula 
Malla Tyler 
% sólidos 
(peso/volumen) 
Inóculo 
ml 
1 90 1 3/8” – 10 5 10 
2 90 0.7 10 – 30 5 10 
3 90 0.6 30 – 100 5 10 
4 90 0.5 100 – 200 5 10 
5 90 0.5 < 200 5 10 
6 90 0.3 < 200 7 10 
7 90 0.3 < 200 10 10 
8 90 0.3 < 200 10 10 
 
 
 
6.3.2 Ensayos de biodesulfurización 
 
Para los ensayos de biodesulfurización se emplearon las muestras de carbón con mayor 
contenido de azufre en cada una de las zonas muestreadas. 
 
Para ambos sustratos se trabajó con dos tamaños de partícula: Pasante malla 100 Tyler 
(0.15mm – 0.075mm) y pasante malla 200 Tyler (< 0.075mm). 
 
Adicionalmente, se trabajó con una cepa de microorganismos compatibles con A. 
ferroox. y una cepa de un consorcio de microorganismos compatibles con A. ferroox. y 
A.thioox., teniendo en total ocho condiciones (figura 12). 
 
 
 
A. ferroox. + A. thioox.A. ferroox.
LA CINCO EL VAMPIRO II LA CINCO EL VAMPIRO II
-100 -100 -100 -100
-100-100-100 -100 -200-200
-200 -200 -200
-200 -200
-200C-100 C-200 C-100 C-200 C-200 C-100 C-200C-100
Réplica RéplicaRéplica Réplica Réplica Réplica Réplica Réplica
Control Control Control Control Control Control Control Control
 
Figura 12. Esquema de los ensayos de biodesulfurización a nivel erlenmeyer 
 
 
Los cultivos se incubaron a 180 r.p.m. y 30ºC por un período de 28 días. El proceso de 
biodesulfurización fue monitoreado mediante mediciones periódicas in situ de pH, Eh y 
oxígeno disuelto en el sistema. 
 
Todos los ensayos fueron realizados en erlenmeyers de 500 ml, a un volumen de 250 
ml, conteniendo 90% del medio de cultivo (T&K modificado con 1.67g/L FeSO4 para A. 
ferroox. y 9K modificado con 1g/L de FeSO4 y 0.5g de Sº para los consorcios), 10% w/v 
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de sólidos en suspensión y 10% de inóculo bacteriano con una concentración de 107-108 
cel/ml. 
 
Las medidas de potencial redox (Eh) fueron tomadas en un equipo Handylab, con un 
electrodo ORP Schott PT6880 de Ag/AgCl y un electrolito de KCl 3.0 molar.  
 
Por otra parte, los valores de pH fueron medidos en un equipo HACH HQ40d, con un 
electrodo intelliCALTM pHC301. 
 
Cada cuatro días se extrajeron 10 ml de muestra (sólido+líquido) y se centrifugaron en 
un equipo Damon IEC Division (modelo CU-5000) a 3500 r.p.m. durante 10 minutos, con 
el fin de separar las fracciones sólida y líquida. 
 
Para la fase líquida, se determinaron las proporciones de Fe2+/Fe3+ y sulfatos en 
solución, mediante espectrofotometría de UV visible con un equipo GENESYS™ 10 UV 
de barrido. 
 
Los métodos empleados para estas medidas fueron el 3500-Fe D, (colorimétrico con o-
fenantrolina) en el caso del hierro y el 4500-SO42- E (turbidimétrico) para los sulfatos. 
Ambos pertenecen a los métodos estándar para el análisis de aguas (APHA, AWWA y 
WEF, 2005). 
  
 
6.3.3 Pruebas a 5 litros 
 
Una vez conocidos y analizados los resultados de los experimentos ya mencionados, 
fueron seleccionados los medios de cultivo que cumplieron con las mejores condiciones 
para el proceso de oxidación (mayor contenido de sulfatos y metales disueltos en 
solución, entre otros) y se inocularon las suspensiones celulares en biorreactores 
agitados con capacidad para 5 litros. 
 
El porcentaje de sólidos, así como la temperatura y el tiempo de operación de estos 
ensayos fue el mismo empleado para los ensayos a nivel erlenmeyer. El tamaño de 
partícula del carbón se fijó a partir de los resultados obtenidos durante la etapa anterior. 
 
Para este ensayo, la medida de hierro y sulfatos en solución se llevó a cabo cada 7-8 
días, empleando la misma metodología seguida para los experimentos en erlenmeyers. 
 
Es importante anotar que paralelamente a todos los ensayos biotecnológicos, se adecuó 
un blanco o control negativo, el cual estuvo sometido a las mismas condiciones 
establecidas para cada etapa del proceso, exceptuando la inoculación del cultivo 
bacteriano. 
 
 
6.4 Mineralogía del proceso 
 
Con el fin de determinar las transformaciones minerales ocurridas durante el proceso de 
biodesulfurización, la fracción sólida de las muestras tomadas para análisis químicos cada 
cuatro días fue sometida a análisis de DRX, FTIR y elaboración de secciones pulidas para 
microscopía electrónica de barrido (SEM/EDS) y microscopía óptica de luz plana 
polarizada (modo luz reflejada). 
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6.4.1 Microscopía óptica de luz polarizada (luz reflejada) 
 
Se utilizó en algunas muestras obtenidas con el propósito de caracterizar cambios 
morfológicos y estructurales en carbón, como pits y golfos de corrosión en la pirita, etc. No 
obstante, el tamaño de partícula con el que se trabajó en el proceso de biodesulfurización 
no permite observar con gran detalle estas características. 
 
 
6.4.2 Microscopía electrónica de barrido con EDS 
 
Se empleó con el fin de definir la química mineral de las nuevas fases generadas como 
producto de las transformaciones en los sistemas estudiados. Adicionalmente, esta 
técnica fue de gran ayuda para la observación visual del material biolixiviado, ya que se 
pueden alcanzar aumentos mayores a los obtenidos con un microscopio petrográfico de 
luz reflejada. 
 
 
6.4.3 Difracción de rayos X  
 
Este método se utilizó para monitorear el proceso de biooxidación y definir cambios en las 
fases minerales durante cada período. Dadas las limitaciones mencionadas para técnicas 
como la microscopía, asociadas al tamaño fino de las posibles fases encontradas, el uso 
de DRX en este sentido pudo permitir establecer diferencias más claras en cuanto a los 
tipos de fase presentes, siempre y cuando éstas se encuentren en proporciones 
relativamente altas y sean de carácter cristalino. Adicionalmente, los análisis por DRX 
permitieron un monitoreo estadístico de la muestra, si se compara con las técnicas 
microscópicas, donde sólo es posible observar las transformaciones individuales de los 
granos, así como los precipitados. 
 
Esta técnica ha sido ampliamente usada para determinar la mineralogía del carbón de 
forma cualitativa e incluso cuantitativa (Iglesias et al., 1998; Ward et al., 2001; Huggins, 
2002; Ward y French, 2004; Shao et al., 2003).  
 
Usualmente, para asegurar mejores resultados, se emplea sobre el material conocido 
como LTA (Low Temperature Ash), obtenido al calentar el carbón a bajas temperaturas 
(<370ºC) en un incinerador de plasma de oxígeno. De esta forma, se reduce la 
amorficidad del espectro y se pueden caracterizar aquellos minerales presentes en bajas 
concentraciones. No obstante, aún a bajas temperaturas se pueden presentar 
transformaciones en los minerales presentes en el carbón (como la formación de basanita 
a partir de la reacción entre el Ca orgánicamente asociado y el azufre orgánico) y se ha 
determinado que la cuantificación de los minerales más abundantes puede ser hecha a 
partir de los espectros del carbón “crudo” (Ward y French, 2004). 
 
Las muestras fueron maceradas en mortero de ágata con acetona hasta un tamaño de 
partícula inferior a la malla 200 Tyler (0.075mm). Se usó un difractómetro marca 
Panalytical, referencia X'Pert Pro MPD, con una radiación de Cu Kα, con voltaje y 
corriente de 45 kV y 40 mA, respectivamente. El rango de barrido fue de 3º - 70º, con un 
paso de 0.026º y configuración θ - 2θ. 
El análisis de los espectros fue hecho mediante el software Diffrac Plus EVA haciendo uso 
de la base de datos PDF 2.0. 
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6.4.4 Espectroscopía de infrarrojo con Transformada de Fourier (FTIR) 
 
Se utilizó para detectar algunas fases minerales que, por su carácter amorfo o su baja 
cristalinidad, no es posible identificarlas por medio de DRX. 
 
Además, esta técnica arroja información sobre el componente orgánico del carbón, lo cual 
no hacen las técnicas anteriores. 
 
Para estos análisis se tomó 1mg de la muestra, previamente macerada de acuerdo al 
procedimiento seguido para DRX, y se le adicionaron 200mg de KBr. 
 
Con esta mezcla se hicieron pastillas sobre las cuales se corrieron los espectros, 
utilizando un espectrómetro Advantage FTIR 8400 SHIMADZU, en modo de transmisión. 
Se usaron corrección Happ-Henzel, con resolución de 4cm-1, en un rango de número de 
onda entre 4000-400 cm-1. 
 
Las pastillas previamente fueron secadas en un horno a alrededor de 30ºC, con el fin de 
eliminar el exceso de agua adsorbida por el KBr. Los espectros fueron tratados utilizando 
el software IR-Solution. 
 
 
6.4.5 Determinación de formas de azufre en el carbón al final del proceso 
 
El porcentaje de azufre total para las cuatro muestras de carbón fue determinado en el 
Laboratorio de Carbones de la Universidad Nacional (Sede Medellín) mediante la norma 
ASTM D4239. 
 
Por otra parte, la determinación de las proporciones de azufre en forma pirítica, orgánica y 
como sulfato, fue llevada a cabo en el mismo laboratorio a partir de la norma ASTM 
D2492. 
 
Dicha norma permite cuantificar los porcentajes de azufre pirítico y como sulfato, mientras 
que la fracción orgánica es calculada por la diferencia del azufre total y los dos anteriores. 
 
Las mediciones de hierro por espectroscopía de absorción atómica necesarias para el 
cálculo del azufre pirítico, fueron facilitadas por el Laboratorio de Análisis de Suelos de la 
Universidad Nacional – Sede Medellín. 
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7 RESULTADOS 
 
 
7.1 Análisis inicial de las muestras 
 
 
7.1.1 Formas de azufre en los carbones  
 
Los resultados obtenidos, presentados en la tabla 12, indican que el porcentaje de azufre 
total presente en los mantos de carbón del municipio de Morales (Cauca) es 
sustancialmente mayor al de los tomados de la zona del río Guachinte (Valle del Cauca). 
 
 
Tabla 12. Porcentaje de azufre total y formas de azufre en los mantos de carbón 
muestreados 
Zona Muestra %STotal %Ssulfato %Spirítico %Sorgánico 
La Gasosa 1,01  0.03 0.27 0.71 río Guachinte La Cinco 2,01  0.075 0.46 1.48 
La Gloria 4,70  0.18 2.43 2.09 río Asnazú El Vampiro II 7,37  0.33 4.63 2.41 
 
 
Adicionalmente, se evidencia que el azufre orgánico contribuye, en gran medida, al azufre 
total del carbón, especialmente en los carbones de la zona del río Guachinte (73% para el 
manto La Cinco y 70% para el manto La Gasosa). 
 
Teniendo en cuenta los valores de azufre total y formas de azufre obtenidos para las 
diferentes muestras, para realizar los ensayos de biodesulfurización se seleccionaron los 
carbones de las minas “La Cinco” y “El Vampiro II” pertenecientes a las zonas del río 
Guachinte y río Asnazú respectivamente. 
 
 
7.1.2 Análisis de difracción de rayos X 
 
Los espectros de difracción de rayos X (DRX) de las muestras denominadas “La Cinco” y 
“El Vampiro II”, se encuentran en las figuras 13 y 14. 
 
A partir de estos se pudieron identificar los minerales presentes de la fase inorgánica de 
los carbones, constituida principalmente por caolinita (Al2Si2O5(OH)4), cuarzo (SiO2), pirita 
(FeS2) y dolomita (CaMg(CO3)2) en ambos sustratos, así como la presencia de calcita 
(CaCO3), únicamente el carbón de la mina “El Vampiro II”. 
 
La fase amorfa, evidente en la curvatura de la primera parte de los espectros, está 
relacionada con el componente orgánico del carbón y varía de acuerdo al rango del 
mismo. No obstante, se ha encontrado que en los carbones de bajo rango, no solamente 
el carbón es el que aporta la fase amorfa, también lo hacen algunos sulfatos e hidróxidos 
de hierro amorfos (Mojica, 2008). 
 
Además, se ha observado que a medida que aumenta el tamaño de grano y el rango del 
carbón, incrementa la intensidad del espectro en el rango entre 25º y 26.6º 2θ, el cual es 
además el plano (002) del grafito (Maity y Mukherjee, 2006). 
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Figura 13. Espectro de DRX para el carbón proveniente de la mina “La Cinco” 
Py: pirita, Ka: caolinita, Do: dolomita, Qz: cuarzo 
 
 
 
Figura 14. Espectro de DRX para el carbón proveniente de la mina “El Vampiro II” 
Py: pirita, Ca: calcita, Ka: caolinita, Do: dolomita, Qz: cuarzo 
 
 
La intensidad del background también depende de la proporción de mezcla de carbón en 
sí con minerales de alta cristalinidad como cuarzo, mica, feldespato, pirita, los cuales por 
escala tienden a minimizar el background. Por ello, los análisis concernientes a la fase 
orgánica mediante DRX requieren una previa separación de la fase mineral (Takagi et al., 
2004; Maity y Mukherjee, 2006). 
 
No obstante la presencia de la fase amorfa en los difractogramas, es posible establecer 
diferencias notables en la mineralogía de ambos carbones a partir de la intensidad de los 
picos de los diferentes minerales. 
 
 
 
49
De esta forma, se observa que el carbón de la mina “La Cinco” posee una mayor cantidad 
de arcillas (caolinita) y cuarzo en comparación con el carbón de la mina “El Vampiro II”. 
 
Por otra parte, los picos asociados a la pirita poseen una intensidad predominante sobre 
todos los demás minerales en el carbón de “El Vampiro II”, indicando que este mineral es 
la fase cristalina más abundante. 
 
Si bien a través de los análisis de formas de azufre se detectó la presencia de sulfatos en 
ambos carbones, dichos minerales no pudieron ser identificados mediante DRX, 
principalmente por su baja concentración (<0.5%) y eventualmente debido a efectos de 
baja cristalinidad en sus fases. 
 
Finalmente, es importante anotar que la presencia de calcita solamente fue observada en 
el carbón de “El Vampiro II”, lo cual tiene implicaciones importantes para el proceso de 
biodesulfurización, como el incremento del pH durante el proceso y la precipitación de 
yeso. 
 
 
7.1.3 Microscopía Óptica de luz reflejada  
 
 
Carbón de la mina “La Cinco” 
 
A partir de las observaciones al microscopio petrográfico se pudo definir que hay una alta 
concentración de liptinita e inertinita, ambas muy bien conservadas y orientadas en la 
misma dirección de la estratificación. 
 
Las inertinitas frecuentemente presentan en su interior minerales como carbonatos y pirita 
(figuras 15a y 15b). 
 
 
  
Figura 15. Macerales pertenecientes al grupo de la intertinita en el carbón de la mina “La 
Cinco” asociados a minerales como pirita y carbonatos. Py: pirita, CO3: carbonatos 
 
 
La pirita se encuentra principalmente en forma granos subedrales y euedrales, casi 
siempre asociada a la vitrinita y la liptinita. Es común observar cristales rodeando o 
rellenando las esporinitas (figuras 16a y 16b). 
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En menor proporción, este mineral se presenta rellenando microfracturas que siguen la 
dirección de la estratificación (figura 17) y en cúmulos framboidales donde se dificulta la 
observación de los cristales individuales. 
 
 
  
Figura 16. Cristales de pirita asociados a macerales del grupo de la liptinita en el carbón 
de la mina “La Cinco”. Py: pirita, Sp: esporinita 
 
 
 
Figura 17. Pirita rellenando microfracturas paralelas a la estratificación en el carbón de la 
mina “La Cinco”. Py: pirita, In: inertinita 
 
 
Carbón mina “El Vampiro II” 
 
En comparación con el carbón de la mina “La Cinco”, ubicado en la zona del río 
Guachinte, los macerales de este carbón presentan una menor reflectancia, aunque 
siguen siendo diferenciables entre sí. Esto puede ser indicativo de un menor grado de 
carbonificación sufrido por la materia orgánica. 
 
La estratificación está muy bien definida por bandas claras (vitrinita), oscuras (liptinita) y 
por capas altamente reflectantes ricas en pirita (figuras 18a y 18b). 
 
Estas bandas de pirita están conformadas tanto por cristales subedrales y euedrales 
como por cúmulos framboidales de diferentes tamaños, siendo esta última forma de pirita 
la más común para el sustrato. 
 
Menos común es la presencia de pirita rellenando microfracturas, varias de ellas cortando 
la estratificación (figura 19). Esto indica que hay un origen epigenético al menos para la 
pirita que corta la dirección de los estratos. 
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Finalmente, se observaron vetas mineralizadas por carbonatos (posiblemente calcita y 
dolomita, de acuerdo a los análisis de DRX). 
 
   
Figura 18. Distribución paralela a la estratificación de los macerales y la pirita en el 
carbón de la mina “El Vampiro II”. Py: pirita, In: inertinita, Sp: esporinita, Vi: vitrinita 
 
 
  
Figura 19. Pirita rellenando microfracturas en la vitrinita con varias direcciones. 
 
 
Los framboides de pirita se presentan tanto en forma individual como en bandas de gran 
espesor compuestas por grandes cúmulos intercrecidos (figuras 20a y 20b). 
 
 
    
Figura 20. Pirita en forma de cristales individuales y como cúmulos framboidales 
siguiendo la dirección de la estratificación en el carbón de la mina “El Vampiro II”. Py-c: 
cristales de pirita, Py-f: pirita framboidal  
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7.1.4 Análisis próximos y clasificación del carbón 
 
Las propiedades de los carbones estudiados, obtenidas a partir de los análisis próximos, 
se encuentran resumidas en la tabla 13. 
 
Se puede observar que ambos sustratos poseen características similares en todos los 
aspectos, exceptuando lo relacionado al contenido de azufre total, el cual es 
sustancialmente mayor para el carbón de la zona del río Asnazú (El Vampiro II). 
 
A pesar de lo anterior, el contenido de cenizas en ambos carbones es similar, lo cual 
indica que existen otros minerales aportando a esta fase. 
 
 
Tabla 13. Análisis próximos de los carbones “La Cinco” y “El Vampiro II” 
Propiedad La Cinco El Vampiro II 
Humedad residual (%) 2.0 2.6 
Cenizas (%) 18.0 16.5 
Materia Volátil (%) 38.5 38.1 
Carbono Fijo (%) 41.5 42.8 
Azufre Total (%) 2.56 5.7 
Poder calorífico-base bruta (cal/g) 6451 6341 
 
 
Los resultados obtenidos de la reflectancia media de la vitrinita, según la norma ASTM 
D2798, para ambos carbones, se encuentran resumidos en la tabla 14. 
 
 
Tabla 14. Parámetros obtenidos para la reflectancia media de la vitrinita, de acuerdo a la 
norma ASTM D388 
Parámetro La Cinco El Vampiro II 
Mínimo 0.401 0.395 
Media 0.452 0.436 
Máximo 0.498 0.482 
Varianza 0 0 
Desviación Estándar 0.021 0.020 
Coeficiente de variación 4.585 4.626 
Error 0.002 0.002 
 
 
Como los análisis próximos del carbón fueron hechos sobre el carbón crudo, sin eliminar 
la fase mineral, la clasificación de los mismos de acuerdo al rango, no pudo hacerse a 
partir del poder calorífico y/o el carbono fijo, de acuerdo con la norma ASTM D388. Como 
método alterno, se empleó el apéndice X1 de la misma norma, que tiene como base la 
medida de la reflectancia media de la vitrinita (ASTM D2798). 
 
De esta forma, se pudo establecer que ambos carbones son sub-bituminosos con alto 
contenido de material volátil. 
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7.1.5 Microscopía Electrónica de Barrido (SEM/EDS) 
 
Con el microscopio electrónico de barrido pueden ser obtenidas imágenes con alta 
profundidad de campo (tridimensionales) y a mayores aumentos, en comparación con lo 
que puede lograrse en el microscopio de luz reflejada. 
 
Teniendo en cuenta que tanto el tamaño de los cristales individuales como el de los 
framboides de pirita es altamente variable, se procedió a realizar una estadística de 
tamaños para este mineral en cada muestra a partir de fotografías de SEM, usando el 
software de análisis digital de imágenes Image-Pro Plus. 
 
 
Carbón mina “La Cinco” 
 
En este carbón, la pirita se presenta básicamente en forma de cristales agrupados en 
bandas que siguen la dirección de la estratificación. La presencia de framboides es muy 
escasa y por ello el análisis de distribución de tamaños se hizo únicamente para los 
cristales individuales (figura 21). 
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Figura 21. Distribución del diámetro promedio cristales de pirita en el carbón de la mina 
“La Cinco” 
 
 
Si bien existe una amplia variación en el diámetro promedio de los cristales de pirita (0.58 
– 11.6 µm), la mitad de ellos está por debajo de 3µm y menos del 2% superan las 10µm 
de diámetro. 
 
Independientemente de su tamaño, los cristales poseen formas similares, caracterizadas 
por un buen desarrollo de caras cristalinas, predominando las formas dodecaédricas 
(piritoedros) sobre las cúbicas (figuras 22a y 22b). 
 
Al igual que lo observado con el microscopio óptico de luz reflejada, parte de este mineral 
se encuentra rellenando estructuras celulares (figura 23), siendo mucho más difícil 
diferenciar los macerales con esta técnica, ya que su composición química es similar. 
 
Finalmente, mediante microanálisis químicos puntuales, se pudo determinar la presencia 
de dolomita y caolinita (figuras 24a y 24b). Dichos minerales ya habían sido identificados 
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mediante DRX pero no son fácilmente observables en el microscopio óptico en la 
modalidad de luz reflejada. 
 
 
  
Figura 22. Cristales de pirita diseminados en el carbón de la mina “La Cinco” con formas 
dodecaédricas y cúbicas 
 
 
 
Figura 23. Pirita rellenando estructuras celulares en la matriz del carbón 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 24. Microanálisis químicos (EDS) de minerales presentes en el carbón de la mina 
“La Cinco” a) dolomita con pequeñas trazas de hierro, b) caolinita. 
 
 
 
Elemento Wt% At% 
O  41.32 58.24 
Al 19.50 16.29 
Si 26.88 21.58 
S  3.71 2.61 
K  0.47 0.27 
Fe 2.48 1.00 
Elemento Wt% At.% 
C  48.76 25.50 
O  120.43 47.28 
Mg  2.35 0.61 
Ca  168.12 26.35 
Fe K 2.29 0.26 
   
a b
a b
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Carbón mina “El Vampiro II” 
 
Si bien para este carbón la pirita framboidal es la fase predominante, también se 
observaron cristales individuales, por lo que la estadística de tamaños se hizo teniendo en 
cuenta cuatro grupos diferentes:  
 
• Diámetro promedio de los cristales individuales 
• Diámetro promedio de los framboides 
• Diámetro promedio de los cristales que conforman los framboides más grandes 
(>15µm). 
• Diámetro promedio de los cristales que conforman los framboides más pequeños 
(<15µm). 
 
 
De esta forma, se encontró que los cristales individuales de pirita, es decir, aquellos que 
no poseen una textura framboidal, poseen un amplio rango de tamaños (1.7µm - 11.8µm), 
aunque casi el 90% está comprendido entre 3µm – 8µm (figura 25). 
 
Lo anterior significa que, en comparación con el carbón de la mina “La Cinco”, los cristales 
de pirita son más grandes, aunque las formas predominantes siguen siendo octaédricas, 
cúbicas, dodecaédricas y en menor proporción cristales alargados (figuras 26a y 26b). 
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Figura 25. Distribución del diámetro Promedio cristales individuales de pirita en el carbón 
de la mina “El Vampiro II” 
 
 
En cuanto a los framboides, la forma más común de pirita en este carbón, se encontró 
que la mayoría de ellos posee tamaños inferiores a 15µm y solo unos pocos (2%) 
alcanzan diámetros superiores a 40µm (figura 27). 
 
Por lo anterior, se decidió separar el análisis estadístico de los cristales que conforman 
dichos framboides en dos grupos, teniendo como base el tamaño de los mismos. 
 
De esta forma, se encontró que en los framboides más grandes (>15µm) el tamaño de los 
cristales oscila entre 0.8µm y 1.8µm; mientras que en los framboides de menor tamaño 
(<15µm) el intervalo de variación de tamaños es mucho menor, ubicándose tan solo entre 
0.3µm y 0.65µm (figura 28). 
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Figura 26. Cristales individuales de pirita en el carbón de “El Vampiro II” con formas 
octaédricas, dodecaédricas (piritoedros) y columnares 
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Figura 27. Distribución del diámetro promedio de los framboides de pirita en el carbón de 
la mina “El Vampiro II” 
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Figura 28. Distribución del diámetro promedio de los cristales de pirita en el interior de los 
framboides 
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Al igual que para el microscopio de luz reflejada, fue posible apreciar la disposición del 
sulfuro de hierro en bandas paralelas a la estratificación, lo cual se cumple tanto para los 
cúmulos de framboides como para los grupos de cristales de mayor tamaño (figuras 29a y 
29b). 
 
 
  
Figura 29. Cúmulos framboidales y grupos de cristales de pirita con distribución paralela a 
la estratificación en el carbón de la mina “El Vampiro II” 
 
 
Los cristales que conforman los framboides tienen formas cubo-octaédricas y 
dodecaédricas, predominando un mismo tipo de forma en cada framboide individual 
(figuras 30a y 30b). 
 
 
   
Figura 30. Framboides de pirita del carbón de la mina “El Vampiro II” conformados por (a) 
cristales cubo-octaédricos y (b) dodecaédricos  
 
 
Al realizar microanálisis químicos sobre los cristales de pirita presentes en ambas 
muestras (“La Cinco” y “El Vampiro II), usando el detector EDS (Energy Dispersion 
Spectrometer), se encontró que su composición es muy pura, detectándose únicamente 
hierro y azufre, en una relación siempre cercana a la de su forma estequiométrica (1:2), 
sin la presencia evidente de elementos en solución sólida dentro de este mineral (figuras 
31a y 31b), por lo menos no al nivel de detección del EDS. 
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Figura 31. Análisis microquímico EDS sobre cristales de pirita. a) carbón de la mina “La 
Cinco”, b) carbón de la mina “El Vampiro II” 
 
 
Por otro lado, al igual que para la muestra de la zona del río Guachinte, se comprobó la 
presencia de carbonatos (calcita y dolomita) rellenando microfracturas y capas de arcilla 
(caolinita) con una distribución paralela a la estratificación. 
 
 
7.2 Aislamiento y adaptación de los microorganismos 
 
El crecimiento de los microorganismos en medio sólido a partir de los medios 
enriquecidos y su posterior repique en medio líquido, permitió obtener un total seis cepas 
aisladas: tres de ellas compatibles con A. ferroox. y las otras tres compatibles con A. 
thioox. 
 
Dicha compatibilidad fue corroborada mediante el uso de pruebas bioquímicas como la 
del tiocianato, tiosulfato, tetrationato, sulfato ferroso y azufre elemental (figura 32). 
 
 
 
Figura 32. a) Colonias de microorganismos compatibles con A. ferroox. b) Colonias de 
microorganismos compatibles con A. thioox. c) Pruebas bioquímicas positivas para sulfato 
ferroso de los microorganismos compatibles con A. ferroox. 
 
 
 
Elemento Wt% At% 
        
S  53.47 66.69 
Fe  46.53 33.31 
   
Total 100.0  
 
Elemento Wt% At% 
        
S 53.27 66.50 
Fe 46.73 33.50 
   
Total 100.0  
a b
a b c
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En los medios sólidos, las colonias presentaban formas circulares y abultadas, con una 
coloración roja para las cepas compatibles con A. ferroox. y amarilla-crema para las 
compatibles con A. thioox. 
 
En cuanto a las pruebas bioquímicas, los microorganismos compatibles con A. ferroox. 
fueron positivos para sulfato ferroso, azufre elemental, tiosulfato y tetrationato; mientras 
que fueron negativos para tiocianato. 
 
Por otro lado, los microorganismos compatibles con A. thioox. fueron positivos para 
tiosulfato, azufre elemental y tetrationato; mientras que fueron negativos para sulfato 
ferroso y tiocianato. 
 
La nomenclatura empleada para las cepas aisladas nativas se encuentra en la tabla 15. 
 
 
Tabla 15. Nomenclatura empleada para las cepas nativas aisladas 
Cepas compatibles con  
A. ferroox. 
Cepas compatibles con 
A. thioox. 
A.f. 04B A.t. 04B 
A.f. 05B A.t. 05B 
A.f. 06B A.t. 06B 
 
 
Una vez obtenidos los microorganismos aislados, se hizo la adaptación de los mismos al 
carbón de acuerdo a la metodología propuesta (tablas 10 y 11) para disminuir 
paulatinamente la fuente de energía (sulfato ferroso o azufre elemental) e incrementar el 
porcentaje de sólidos en el medio de cultivo (figura 33). Dicho proceso de adaptación fue 
hecho empleando como sustrato el carbón de la mina “El Vampiro II”, por su mayor 
contenido de azufre. 
 
Las gráficas de Eh y pH vs. tiempo, obtenidas para monitorear las ocho fases del periodo 
de adaptación, se encuentran graficadas en las figuras 34 y 35. 
 
 
 
Figura 33. Ensayos de adaptación de las seis cepas aisladas al carbón de la mina “El 
Vampiro II”. a) microorganismos compatibles con A. ferroox. b) microorganismos 
compatibles con A. thioox. 
 
 
7.2.1 Acidithiobacillus ferrooxidans 
 
Durante los dos primeros ensayos de adaptación de los microorganismos compatibles con 
A. ferroox. al sustrato, se observó un incremento rápido del valor de Eh hasta 650 mV y 
una disminución del pH hasta 1.6 (figura 34). 
 
a b
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A partir de la tercera etapa se observó que con la disminución del tamaño de partícula y el 
suministro de sulfato ferroso del sistema, los microorganismos requerían de mayor tiempo 
para alcanzar los mismos valores de Eh y pH (650 mV y 1.6 respectivamente). 
 
Adicionalmente, se observó que a partir del sexto ensayo, en donde el tamaño de 
partícula era el más fino (-0.074 mm) y el porcentaje de sólidos fue incrementado de 5% a 
7% peso/volumen, el Eh cayó durante los dos primeros días por debajo de 250 mV y el pH 
alcanzó valores cercanos a 4.0. En los ensayos siete y ocho, en los cuales se redujo aún 
más la concentración de sulfato ferroso en el medio y se incrementó el porcentaje de 
sólidos a 10%, se presentó el mismo comportamiento para los valores de Eh y pH. 
 
Teniendo en cuenta el comportamiento de las tres cepas aisladas con su respectiva 
réplica, se seleccionó a la A.f.04B para llevar a cabo los ensayos de biodesulfurización. 
Dicha cepa fue la que incrementó con mayor rapidez el Eh del sistema en el menor tiempo 
para la mayoría de los ensayos de adaptación (figura 34). 
 
 
7.2.2 Acidithiobacillus thiooxidans 
 
Los microorganismos compatibles con A. thioox. sobresalen por su capacidad de generar 
ácido, evidenciada por reducir el pH del medio hasta valores cercanos a 0.5. Además, los 
valores de Eh contrastan por ser menores a los alcanzados por A. ferroox., pues en 
ningún momento superan los 550 mV (figura 35). 
 
Teniendo en cuenta que teóricamente A. thioox. es incapaz de oxidar pirita, ya que no 
puede romper los enlaces Fe-S y el mineral es insoluble en ácido, es importante resaltar 
que lo que se busca con el proceso de adaptación no es obligarlo a tomar su fuente de 
energía a partir del mineral (como en el caso de A. ferroox.) sino familiarizar al 
microorganismo con el sustrato de carbón y las condiciones de trabajo del proceso. 
 
Las gráficas correspondientes a los ocho procesos de adaptación muestran que, al igual 
que para A. ferroox., a partir del sexto ensayo se da un incremento en el pH durante los 
dos primeros días, el cual posteriormente es reducido por los microorganismos a medida 
que generan ácido sulfúrico a partir del Sº. 
 
Para formar el consorcio junto a A.t.04B, se escogió la cepa denominada como A.t.06B, 
ya que fue la que registró los menores valores de pH durante la adaptación, lo cual indica 
una mayor capacidad para acidificar el medio. 
 
 
7.3 Ensayos de biodesulfurización a nivel de erlenmeyer 
 
Como se explicó anteriormente, el proceso de biodesulfurización se llevó cabo para dos 
tipos de carbón con diferente contenido de azufre, variando el tamaño de partícula para 
cada uno de ellos (150µm - 75µm y <75µm) y empleando microorganismos compatibles 
con A. ferroox. y un consorcio de A. ferroox. y A. thioox. 
 
De esta forma, la experimentación constó de 24 erlenmeyers, incluyendo los ensayos 
biológicos con su respectiva réplica y los controles abióticos. El seguimiento del proceso 
se hizo mediante medidas de pH, Eh, O2, y concentración de Fe y SO4 en solución, 
además de las pruebas mineralógicas que serán presentadas en otro aparte. 
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A.f. 04B A.f. 04B2 A.f. 05B A.f. 05B2
A.f. 06B A.f. 06B2 C O N T R O L Eh C O N T R O L pH  
Figura 34. Curvas de Eh vs. tiempo y pH vs. tiempo para la fase de adaptación de los 
microorganismos compatibles con Acidithiobacillus ferrooxidans 
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A.t. 04B A.t. 04B2 A.t. 05B A.t. 05B2
A.t. 06B A.t. 06B2 C O N T R O L Eh C O N T R O L pH  
Figura 35. Curvas de Eh vs. tiempo y pH vs. tiempo para la fase de adaptación de los 
microorganismos compatibles con Acidithiobacillus thiooxidans 
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7.3.1 Acidithiobacillus ferrooxidans 
 
En las gráficas de la figura 36 se presentan las variaciones de O2 en el tiempo para los 
sistemas en los cuales se utilizó la cepa A.f.04B, compatible con A. ferroox. y sus 
respectivos controles. Las barras indican la desviación promedio de las medidas 
realizadas. 
 
Tanto para las muestras inoculadas como en los controles estériles, la concentración de 
oxígeno disuelto se mantuvo relativamente constante alrededor de 6.2 ppm. Dicho valor 
garantiza la disponibilidad de oxígeno para la actividad metabólica de los 
microorganismos, ya que se ha reportado que para 31ºC y un pH de 2.5, la concentración 
de oxígeno crítica para el crecimiento de A. ferroox. es de 0.368 ppm (Gómez y Cantero, 
2005). 
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Figura 36. Gráficas de oxígeno disuelto vs. tiempo para los ensayos realizados con A. 
ferroox. a) carbón de la mina “La Cinco”, b) carbón de la mina “El Vampiro II”.  
 
 
En las figuras 37 y 38 se presentan las gráficas de Eh y pH vs. tiempo para el proceso de 
biodesulfurización empleando el carbón de la mina “La Cinco” y “El Vampiro”, 
respectivamente. 
 
En general, los comportamientos de estas curvas son similares en el sentido en que para 
ambas el pH incrementa en la primera parte del proceso para luego disminuir hasta 
establecerse en valores de pH ácidos, mientras que los valores de Eh van en general en 
aumento a lo largo del tiempo, como es de esperase en un sistema en donde las bacterias 
se encuentran permanentemente oxidando el Fe2+ producido y manteniendo las 
concentraciones de Fe3+ altas, incrementando el potencial de oxidación del sistema. 
 
El pH de las muestras inoculadas se estabiliza rápidamente en valores cercanos a 1.7 – 
1.9, mientras que para los controles la presencia de carbonatos eleva el pH del sistema a 
valores cercanos a 5.0. 
 
En cuanto a los valores de Eh respecto al tiempo, se observa un rápido incremento del 
potencial de óxido-reducción en los medios bacterianos, seguido de una estabilización 
alrededor de 650 mV. Por el contrario, los controles abióticos nunca superaron valores de 
300 mV. 
a b
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Figura 37. Gráficas pH vs. tiempo para los ensayos realizados con A. ferroox. a) carbón 
de la mina “La Cinco”, b) carbón de la mina “El Vampiro II” 
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Figura 38. Gráficas Eh vs. tiempo para los ensayos realizados con A. ferroox. a) carbón 
de la mina “La Cinco”, b) carbón de la mina “El Vampiro II” 
 
 
La variación en la concentración de sulfatos disueltos en el tiempo se encuentra graficada 
en la figura 39. Es posible observar que en el carbón de la mina “La Cinco”, las 
concentraciones son similares para ambos tamaños de partícula (1500 ppm) e incluso son 
ligeramente mayores para el carbón más grueso. 
 
Estos valores contrastan fuertemente con los observados en el carbón de “El Vampiro II”, 
en donde los sulfatos disueltos alcanzan concentraciones de 7500 ppm, nuevamente sin 
que se aprecien grandes diferencias entre ambos tamaños de partícula. 
 
Finalmente, la lixiviación de hierro en el sistema con respecto al tiempo se encuentra 
graficada en la figura 40. De acuerdo con las gráficas, en ambos carbones se alcanzaron 
porcentajes de lixiviación similares, siendo mayor para el tamaño de partícula más fino. 
 
Para el carbón de la mina “La Cinco” la lixiviación fue de 35% y 51% para las mallas -100  
y -200 (Tyler), respectivamente. Por otra parte, en el carbón de la mina “El Vampiro II” las 
lixiviaciones fueron de 45% y 60% para los mismos tamaños de partícula. 
b
a b
a 
 
 
65
0 5 10 15 20 25 30
0
2000
4000
6000
8000
 Control La Cinco-100
 Control La Cinco-200
 La Cinco-100
 La Cinco-200
[SO
4] e
n 
so
lu
ci
ón
 (
pp
m
)
Tiempo (días)
0 5 10 15 20 25 30
0
2000
4000
6000
8000
 Control El Vampiro II-100
 Control El Vampiro II-200
 El Vampiro II-100
 El Vampiro II-200[S
O
4] e
n 
so
lu
ci
ón
 (p
pm
)
Tiempo (días)  
Figura 39. Gráficas de concentración de sulfatos en solución vs. tiempo para los ensayos 
realizados con A. ferroox. a) carbón de la mina “La Cinco”, b) carbón de la mina “El 
Vampiro II” 
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Figura 40. Gráficas de porcentaje de hierro lixiviado en el tiempo para los ensayos 
realizados con A. ferroox. a) carbón de la mina “La Cinco”, b) carbón de la mina “El 
Vampiro II” 
 
 
7.3.2 Acidithiobacillus ferrooxidans + Acidithiobacillus thiooxidans 
 
Para los ensayos de biodesulfurización empleando el consorcio de microorganismos 
nativos A.f.04B y A.t.06B, se presentan igualmente las curvas de O2, pH y Eh vs. tiempo 
(figuras 41, 42 y 43). 
 
Las gráficas de concentración de oxígeno disuelto en el medio, presentan un 
comportamiento bastante similar al observado para los ensayos que empleaban A. 
ferroox. Tanto las muestras inoculadas como los controles presentan valores 
relativamente constantes de O2, alrededor de 6 ppm (figura 41). 
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Figura 41. Gráficas de oxígeno disuelto vs. tiempo para los ensayos realizados con A. 
ferroox. + A. thioox. a) carbón de la mina “La Cinco”, b) carbón de la mina “El Vampiro II” 
 
 
En cuanto al pH, se observa una rápida acidificación del medio en el tiempo, tanto para el 
carbón de la mina “La Cinco” como el de “El Vampiro II” (figura 42). Después de 10-12 
días, el pH se estabiliza alrededor de 1.3, siendo más bajo que el observado para los 
ensayos hechos empleando únicamente A. ferroox. (1.7-1.9). 
 
Por otra parte, los controles mantienen valores de pH menos estables en el tiempo, pero 
siempre por encima de 5.5. 
 
Estas variaciones en el pH de los controles se corresponden en el tiempo con las 
variaciones observadas para el potencial de óxido-reducción, el cual oscila entre 100 mV 
y 300 mV. 
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Figura 42. Gráficas pH vs. tiempo para los ensayos realizados con A. ferroox. + A. thioox. 
a) carbón de la mina “La Cinco”, b) carbón de la mina “El Vampiro II” 
 
 
Para las muestras inoculadas, el Eh asciende rápidamente y se estabiliza por encima de 
600 mV, con un comportamiento similar al de los ensayos realizados con A. ferroox. 
(figura 43). 
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Figura 43. Gráficas Eh vs. tiempo para los ensayos realizados con A. ferroox. + A. thioox. 
a) carbón de la mina “La Cinco”, b) carbón de la mina “El Vampiro II” 
 
 
La concentración de sulfatos en solución para ambos carbones es sustancialmente mayor 
a la encontrada para los ensayos con A. ferroox., lo cual se debe principalmente al hecho 
de que para los consorcios se agregó azufre elemental al medio de cultivo, el cual es 
oxidado por las bacterias a sulfato. Si se considera que todo el azufre añadido se 
transforma en sulfato, la concentración de sulfatos sería de aproximadamente 6000 ppm 
en el medio. 
 
El carbón de la mina “La Cinco” presenta concentraciones de sulfatos de 7300 ppm y 
8300 ppm para los tamaños de partícula grueso (-100 Tyler) y fino (-200 Tyler) 
respectivamente (figura 44a). 
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Figura 44. Gráficas de concentración de sulfatos en solución vs. tiempo para los ensayos 
realizados con A. ferroox. + A. thioox. a) carbón de la mina “La Cinco”, b) carbón de la 
mina “El Vampiro II” 
 
 
Por otra parte, para estos mismos tamaños de partícula, las concentraciones son de 
13000 ppm y 14200 ppm en los ensayos realizados con el carbón de “El Vampiro II” 
(figura 44b). 
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Finalmente, el porcentaje de hierro lixiviado en el tiempo para ambas muestras de carbón 
es sustancialmente mayor al obtenido empleando la cepa compatible con A. ferroox. sola 
(figura 45). En este caso, los porcentajes de lixiviación alcanzan 59% y 78% en el carbón 
denominado “La Cinco”, y 70% y 85% en el carbón de “El Vampiro II” para los tamaños 
grueso y fino, respectivamente. 
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Figura 45. Gráficas de porcentaje de hierro lixiviado en el tiempo para los ensayos 
realizados con A. ferroox. + A. thioox. a) carbón de la mina “La Cinco”, b) carbón de la 
mina “El Vampiro II” 
 
 
7.4 Caracterización mineralógica 
 
De acuerdo con la metodología propuesta, la fase sólida de las muestras extraídas cada 
cuatro días fue analizada mediante técnicas de DRX, FTIR y SEM/EDS. 
 
Teniendo en cuenta la gran cantidad de muestras obtenidas (192) puesto que cada 
ensayo fue realizado por duplicado (con excepción de los controles abióticos), se 
seleccionó una de las réplicas para la caracterización mineralógica. 
 
Si bien las barras de error presentes en las gráficas indican una poca variabilidad en la 
concentración de sulfatos en el líquido y en la lixiviación de hierro, se seleccionó la 
muestra que presentaba los mayores valores para estos parámetros al final del proceso. 
 
Una vez separada la fracción sólida de las muestras extraídas cada cuatro días 
(aproximadamente 1g), ésta se dejó secar a temperatura ambiente y posteriormente se 
analizó mediante las técnicas anteriormente mencionadas. 
 
 
7.4.1 Difracción de Rayos X (DRX) 
 
 
7.4.1.1 Acidithiobacillus ferrooxidans 
 
Los espectros de difracción de rayos X para la muestra de carbón original de la mina “La 
Cinco”, así como las fracciones sólidas correspondientes a las diferentes etapas del 
proceso de biodesulfurización, se encuentran en las figuras 46 y 47. 
a b
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Para ambos tamaños de partícula, se observa una disminución en la intensidad de los 
picos asociados a la pirita a medida que avanza el proceso de biodesulfurización. Esta 
disminución es mucho más rápida en el carbón más fino (<74µm), en donde para el día 12 
los picos de la pirita prácticamente desaparecen (figura 47); mientras que para el mayor 
tamaño de partícula, aún en el día 28 se observan picos de muy baja intensidad 
asociados a este mineral (figura 46), lo cual indica que el tamaño de partícula es un factor 
importante en el proceso. 
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Figura 46. Espectros de DRX para el carbón original de la mina “La Cinco” y sus 
posteriores muestras biooxidadas con A. ferroox. (-100 Tyler) 
Ka: caolinita, Py: pirita, Qz: cuarzo, Do: dolomita, Ja: jarosita 
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Figura 47. Espectros de DRX para el carbón original de la mina “La Cinco” y sus 
posteriores muestras biooxidadas con A. ferroox. (-200 Tyler) 
Ka: caolinita, Py: pirita, Qz: cuarzo, Do: dolomita, Ja: jarosita 
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La precipitación de jarosita también es una de las características más evidentes en los 
espectros de DRX. Este mineral se forma en las etapas iniciales del proceso de 
biodesulfurización y su proporción se incrementa en el tiempo, a medida que se da la 
oxidación de la pirita, siendo mucho mayor la intensidad de los picos en el carbón más 
fino. 
 
Finalmente, se observa una disminución en la intensidad de los picos correspondientes a 
los silicatos presentes en el carbón (cuarzo y caolinita). Nuevamente, en donde se 
observa con mayor claridad este cambio es en el carbón más fino (<75µm), lo cual 
sugiere que además de la pirita, estos minerales sufrieron transformaciones químicas 
durante el proceso de biodesulfurización. 
 
En la figura 48 se puede observar la comparación entre la muestra de carbón inicial (antes 
de ser sometida al ataque bacteriano) y los productos finales (después de 28 días de 
proceso) para ambos tamaños de partícula. 
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Figura 48. Espectros de difracción para la muestra de carbón de la mina “La Cinco” y las 
muestras después del proceso de biodesulfurización (-100 y -200 Tyler) usando A. 
ferroox. 
 
 
Para el carbón de la mina “El Vampiro II” se observan características similares a lo 
descrito para el carbón proveniente de la zona del río Guachinte, principalmente en lo 
relacionado a la disminución de los picos asociados a la pirita y la precipitación de jarosita 
durante el proceso (figuras 49 y 50). 
 
En el tamaño de partícula más pequeño se observa una rápida disminución del contenido 
de pirita, así como una mayor precipitación de jarosita y yeso (figura 50). 
 
Este último mineral se forma como resultado de la disolución de los carbonatos, 
especialmente la calcita (CaCO3), y una posterior precipitación del calcio en forma de 
sulfato hidratado. En efecto, se puede apreciar que para ambos tamaños de partícula los 
picos asociados a este carbonato desaparecen en las etapas iniciales del proceso, 
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aunque la dolomita ((CaMg)CO3) parece no disolverse por completo en algunos de los 
tratamientos. 
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Figura 49. Espectros de DRX para el carbón original de la mina “El Vampiro II” y sus 
posteriores muestras biooxidadas con A. ferroox. (-100 Tyler) 
Ka: caolinita, Py: pirita, Qz: cuarzo, Do: dolomita, Ca: calcita, Ja: jarosita, Gy: yeso 
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Figura 50. Espectros de DRX para el carbón original de la mina “El Vampiro II” y sus 
posteriores muestras biooxidadas con A. ferroox. (-200 Tyler) 
Ka: caolinita, Py: pirita, Qz: cuarzo, Do: dolomita, Ca: calcita, Ja: jarosita, Gy: yeso 
 
 
En este caso, la intensidad de los picos correspondientes a la jarosita es mayor que para 
el carbón de la mina “La Cinco”, lo cual se debe principalmente a que este último posee 
menos pirita y por lo tanto hay menor disponibilidad de hierro para formar el mineral en el 
sistema. 
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En cuanto a los silicatos (caolinita y cuarzo) presentes en el carbón, no se observan 
cambios importantes en la intensidad de los picos en el tiempo, en contraste con lo 
observado para el carbón de la mina “La Cinco”. 
 
La figura 51 resume los difractogramas de la muestra original y los productos biooxidados 
después de 28 días para ambos tamaños de partícula. Se puede observar que la 
precipitación de yeso es importante en ambos casos, siendo mucho mayor en el tamaño 
de partícula más fino. 
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Figura 51. Espectros de difracción para la muestra de carbón de la mina “El Vampiro II” y 
las muestras después del proceso de biodesulfurización (-100 y -200 Tyler) usando A. 
ferroox. Ka: caolinita, Py: pirita, Qz: cuarzo, Do: dolomita, Ca: calcita, Ja: jarosita, Gy: yeso 
 
 
La jarosita es un mineral que puede contener gran diversidad de iones en su interior (K+, 
NH4+, H3O+), lo cual genera desplazamientos en algunos picos asociados a este mineral, 
dependiendo del tipo de catión que ingrese a la estructura (Grishin et al., 1988; Márquez, 
1999; Zapata, 2006). 
 
Se ha determinado que la línea de difracción (003) es sensible al tipo de catión presente, 
corriéndose hacia valores mayores a medida que aumenta el radio iónico del catión 
(H3O+: 0.99Å; Na+: 0.99Å; K+: 1.33Å; NH4+: 1.43Å, etc.). Esto hace que la distancia 
interplanar d entre las reflexiones (003), (021) y (113), aumente (Grishin et al., 1988). 
 
Por lo tanto, una forma de identificar el tipo de jarosita presente es cuantificar la variación 
en el espaciamiento para dichas reflexiones y compararlas con las medidas obtenidas 
experimentalmente, reportadas en la bases de datos. Esta metodología ha sido empleada 
por varios autores con este fin (Ivarson, 1973; Grishin et al., 1988; Márquez, 1999; 
Zapata, 2006). 
 
La figura 52 muestra la variación de la distancia interplanar d (∆d = (021) – (113)Å) con el 
tiempo, para los picos de jarosita a partir del momento en que se empezó a observar la 
presencia del mineral, indicando la variación en el tipo de jarosita encontrado. 
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Figura 52. Variación de la diferencia en la distancia interplanar ∆d= (021) – (113)Å para la 
jarosita en las muestras tratadas con A. ferroox. 
 
 
En general, la característica común para los cuatro tipos de condiciones es que a medida 
que avanza el proceso, la distancia interplanar entre los planos (021) y (113) no presenta 
cambios importantes y la composición general de la jarosita formada es intermedia entre 
una K-jarosita y una jarosita hidrónica (o hidroniojarosita). 
 
Por otra parte, para los controles abióticos no se observaron cambios en la intensidad de 
los picos asociados a la pirita, tanto para el carbón de la zona del río Guachinte (figura 
53), como para el de la zona del río Asnazú (figura 54). Esto indica que la oxidación de la 
pirita y algunos silicatos está directamente relacionada con la acción de los 
microorganismos ó con las reacciones químicas relacionadas a dicha acción 
 
Para los menores tamaños de partícula se observa la precipitación de jarosita y yeso, este 
último solamente en el carbón de la mina “El Vampiro II” como resultado de la disolución 
de calcita y posterior precipitación del calcio como sulfato.  
 
 
7.4.1.2 Acidithiobacillus ferrooxidans + Acidithiobacillus thiooxidans 
 
En el caso de las muestras de carbón tratadas con consorcios de microorganismos 
nativos, se observaron varias diferencias respecto al proceso desarrollado con A. ferroox. 
solamente. 
 
En el carbón de la mina “La Cinco” (figuras 55 y 56), la precipitación de jarosita es 
sustancialmente inferior a la generada con el tratamiento usando A. ferroox., siendo 
apenas perceptible para el tamaño de partícula más grande (-100 Tyler) en el día 28. 
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Por otra parte, el decrecimiento de los picos de la pirita sigue siendo más acelerado en el 
material más fino (-200 Tyler), en donde para el día 12 no se observa este mineral en los 
espectros (figura 56). 
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Figura 53. Difractogramas correspondientes a los controles abióticos del carbón de la 
mina “La Cinco” en comparación con la muestra inicial de carbón. 
Ka: caolinita, Py: pirita, Qz: cuarzo, Do: dolomita, Ja: jarosita 
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Figura 54. Difractogramas correspondientes a los controles abióticos del carbón de la 
mina “El Vampiro II” en comparación con la muestra inicial de carbón. 
Ka: caolinita, Py: pirita, Qz: cuarzo, Do: dolomita, Ca: calcita, Ja: jarosita, Gy: yeso 
 
 
En cuanto al cuarzo y la caolinita, se observa una leve disminución de las intensidades de 
los picos con el tiempo, sin que sea tan marcada como la observada para las muestras 
tratadas con A. ferroox., especialmente para el material más fino. 
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Figura 55. Espectros de DRX para el carbón original de la mina “La Cinco” y sus 
posteriores muestras biooxidadas con A. ferroox. + A. thioox. (-100 Tyler) 
Ka: caolinita, Py: pirita, Qz: cuarzo, Do: dolomita, Ja: jarosita, Lo: lonecreekita 
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Figura 56. Espectros de DRX para el carbón original de la mina “La Cinco” y sus 
posteriores muestras biooxidadas con A. ferroox. + A. thioox. (- 200 Tyler) 
Ka: caolinita, Py: pirita, Qz: cuarzo, Do: dolomita, Ja: jarosita 
 
 
Por primera vez, se observa la aparición de dos nuevas fases minerales, identificadas 
como laumontita (CaAl2Si4O12·4(H2O)) y lonecreekita (NH4Fe(SO4)2.12H2O). 
 
El primero, es un mineral perteneciente al grupo de las zeolitas que se puede formar en 
ambientes de meteorización, diagénesis, metamorfismo y condiciones hidrotermales 
(Gottardi, 1985). Esta fase mineral fue detectada en el sistema solamente para la fracción 
más fina desde las etapas tempranas del proceso. 
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Por otro lado, la lonecreekita es un hidroxisulfato de amonio poco común asociado a la 
oxidación de la pirita en ambientes de alta acidez (Martini, 1983). Su aparición en los 
espectros de DRX se da desde el comienzo del proceso para ambos tamaños de 
partícula, pero con una intensidad apenas perceptible. 
 
Finalmente, para los días 4 y 8 se observa la aparición de picos de azufre elemental (Sº), 
los cuales desaparecen a partir del día 12. Es importante aclarar que este mineral no es 
un producto de las reacciones en el sistema sino que está asociado a los residuos del 
azufre añadido al medio de cultivo como fuente de energía para A. thioox. principalmente. 
 
Los espectros de DRX que permiten hacer una comparación de las muestras biooxidadas 
después de 28 días, así como el carbón original, se encuentran en la figura 57. Es posible 
observar que nuevamente hay una mayor precipitación de jarosita para el menor tamaño 
de partícula. 
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Figura 57. Espectros de difracción para la muestra de carbón de la mina “La Cinco” y las 
muestras después del proceso de biodesulfurización (-100 y -200 Tyler) usando el 
consorcio A. ferroox. + A. thioox. 
 
 
En cuanto al carbón proveniente de la zona del río Asnazú, se observa una disminución 
de la intensidad de los picos asociados a la pirita, los cuales no desaparecen por 
completo en el material más grueso después de 28 días (figura 58), pero sí lo hacen para 
el día 12 cuando el tamaño de partícula es el más pequeño (figura 59). 
 
La precipitación de hidroxisulfatos de hierro, se da nuevamente en forma de lonecreekita y 
jarosita. 
 
La lonecreekita predomina a lo largo del proceso para el mayor tamaño de partícula, 
mientras que la jarosita solo se forma hasta el día 24, exhibiendo picos de muy baja 
intensidad (figura 58). 
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Figura 58. Espectros de DRX para el carbón original de la mina “El Vampiro II” y sus 
posteriores muestras biooxidadas con A. ferroox. + A. thioox. (-100 Tyler). Ka: caolinita, Py: 
pirita, Qz: cuarzo, Do: dolomita, Ca: calcita, Ja: jarosita, Gy: yeso, La: laumontita, Lo: lonecreekita 
 
 
En contraste, para la fracción fina (figura 59) se observa la aparición temprana de jarosita, 
con una intensidad de los picos que aumenta en el tiempo y es sustancialmente mayor a 
la observada para la fracción gruesa. 
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Figura 59. Espectros de DRX para el carbón original de la mina “El Vampiro II” y sus 
posteriores muestras biooxidadas con A. ferroox. + A. thioox. (-200 Tyler). 
Ka: caolinita, Py: pirita, Qz: cuarzo, Do: dolomita, Ca: calcita, Ja: jarosita, Gy: yeso, La: laumontita 
 
 
Por otra parte, la laumontita es detectada en el día 20 para el menor tamaño de partícula 
y a partir del día 8 para el material más fino. 
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La comparación de los espectros de DRX para la muestra original y los dos tamaños de 
partícula analizados, se encuentra en la figura 60. Se observa una mayor precipitación de 
jarosita y yeso en la fracción fina del carbón (-200 Tyler). 
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Figura 60. Espectros de difracción para la muestra de carbón de la mina “El Vampiro II” y 
las muestras después del proceso de biodesulfurización (-100 y -200 Tyler) usando el 
consorcio A. ferroox. + A. thioox. 
 
 
Con el fin de determinar la composición predominante de la jarosita y su evolución en el 
tiempo para estos procesos, se llevó a cabo el mismo procedimiento descrito 
anteriormente que tiene como base la variación de la distancia interplanar para las 
reflexiones (021) y (113) para esta fase mineral. La gráfica correspondiente a estas 
variaciones se presenta en la figura 61. 
 
En general, es posible apreciar que la composición de la jarosita se mantiene 
relativamente estable para cada muestra y es intermedia a las fases K-jarosita e 
hidroniojarosita, similar a lo observado para los tratamientos con A. ferroox. 
 
Al igual que para los ensayos realizados con A. ferroox., los controles abióticos no 
presentan cambios apreciables en la intensidad de los picos correspondientes a la pirita, 
indicando que en ausencia de microorganismos, este mineral no sufre transformaciones 
químicas. 
 
Para el carbón de la mina “La Cinco” (figura 62), los principales cambios entre la muestra 
inicial y los controles están relacionados con la disminución del pico asociado a la 
dolomita y la aparición del pico de azufre elemental, el cual corresponde al azufre añadido 
al medio de cultivo. 
 
Este mismo pico es apreciado en el carbón de la mina “El Vampiro II” (figura 63), en 
donde además se aprecia la desaparición del pico de la calcita y la disminución del 
asociado a la dolomita. También se presenta la precipitación de jarosita y yeso, este 
último en altas cantidades, especialmente en el carbón más fino. 
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Figura 61. Variación de la diferencia en la distancia interplanar ∆d= (021) – (113)Å para la 
jarosita en las muestras tratadas con A. ferroox. + A. thioox. 
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Figura 62. Difractogramas correspondientes a los controles abióticos del carbón de la 
mina “La Cinco” en comparación con la muestra inicial de carbón. 
Ka: caolinita, Py: pirita, Qz: cuarzo, Do: dolomita, Ja: jarosita 
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Figura 63. Difractogramas correspondientes a los controles abióticos del carbón de la 
mina “El Vampiro II” en comparación con la muestra inicial de carbón. 
Ka: caolinita, Py: pirita, Qz: cuarzo, Do: dolomita, Ca: calcita, Ja: jarosita, Gy: yeso 
 
 
7.4.2 Espectroscopía de Infrarrojo con transformada de Fourier (FTIR) 
 
El uso de la espectroscopía de infrarrojo (FTIR) en el análisis de carbones sin un previo 
tratamiento térmico, presenta inconvenientes relacionados principalmente con la 
superposición de bandas procedentes de los componentes orgánicos de los macerales 
del carbón y varios minerales típicos en estos sustratos (Huggins, 2002). Por tal motivo, al 
igual que para la difracción de rayos X, esta técnica suele ser aplicada sobre las cenizas 
de baja temperatura (LTA por sus siglas en inglés) cuando se pretende analizar la fracción 
mineral presente en el carbón (Iglesias et al., 1998; Baruah et al., 2003). 
 
No obstante, ello implica la posible transformación de diversas fases minerales que son 
importantes para el seguimiento del proceso de biodesulfurización. Por ello, los análisis de 
FTIR para las muestras iniciales y biooxidadas fueron llevados a cabo sobre el carbón 
“crudo”, es decir, sin ningún tratamiento térmico previo. 
 
La identificación de los picos encontrados para los espectros FTIR se encuentra resumida 
en la tabla 16. 
 
Para todos los espectros en general, la intensidad de la banda 2920 cm-1 es mayor que la 
2850 cm-1 (ambas asociadas a los grupos alifáticos CH2 – CH3) indicando que los 
carbones poseen cadenas alifáticas largas. Adicionalmente, la banda 1438 cm-1 es más 
intensa que la ubicada en 1375 cm -1, indicando que el metileno posee cadenas de lado 
largo (Saikia et al., 2007). 
 
 
7.4.2.1 Acidithiobacillus ferrooxidans 
 
Los espectros de FTIR obtenidos para las muestras iniciales y biooxidadas del carbón de 
la mina “La Cinco” se encuentran en las figuras 64 y 65. 
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Tabla 16. Asignación de las bandas correspondientes a los espectros FTIR para las 
muestras de carbón 
Pico (cm-1) Asignación Fuente 
3600 - 3800 OH asociados a caolinita Saikia et al., 2007 
3400 Vibración de tensión del grupo OH Xuguang, 2005 
3200 Vibración de tensión (stretching) del enlace N-H Lazaroff et al., 1982 
2920 vibración asimétrica de tensión (stretching) de los grupos alifáticos CH2 y CH3 
Saikia et al., 2007 
Xuguang, 2005 
Munkhtsetseg, 2007 
2850 vibración simétrica de tensión (stretching) de los grupos alifáticos CH2 y CH3 
Xuguang, 2005 
Munkhtsetseg, 2007 
1697 Grupo carbonilo (C=O) Saikia et al., 2007 Pietrzak y Wachowska, 2003 
1600 Núcleos aromáticos C=C Saikia et al., 2007 Xuguang, 2005 
1438 Deformación asimétrica de CH3 Saikia et al., 2007 
1436 Calcita Iglesias et al., 1998 
1408 Deformación del ión NH4
+, asociada a la 
amoniojarosita y/o a la lonecreekita Lazaroff et al., 1982 
1375 Cadenas alifáticas CH3 (deformación simétrica) Saikia et al., 2007 
1250 Eter – ester aromáticos del carbón Munkhtsetseg, 2007 
1163 Cuarzo Sulfatos de Fe y Ca 
Saikia et al., 2007 
Sharma y Wadhwa, 1997 
1090 Si – O asociado a caolinita Farmer, 1987 
1090 Sulfatos de hierro Sharma y Wadhwa, 1997 
1180-1195 
1070-1090 Vibracion v3 asociada a la jarosita 
Lazaroff et al., 1982;  
Baruah et al., 2003 
1008 y 1032 Vibración de tensión Si – O – Si asociada silicatos como caolinita y cuarzo 
Saikia et al., 2007 
Farmer, 1987 
1004-1017 Vibración v1 asociada a la jarosita  Lazaroff et al., 1982 
935 Caolinita Sharma y Wadhwa, 1997 Farmer, 1987 
912 Caolinita  Sharma y Wadhwa, 1997 Farmer, 1987 
876 Calcita Iglesias et al., 1998 
875 Vibración de flexión fuera del plano de enlaces aromáticos CH aislados 
Munkhtsetseg, 2007 
Guo y Bustin, 1998 
810 Vibración de flexión fuera del plano de tres enlaces aromáticos CH adyacentes 
Munkhtsetseg, 2007 
Guo y Bustin, 1998 
750 Vibración de flexión fuera del plano de cuatro enlaces C-H adyacentes 
Saikia et al., 2007 
Guo y Bustin, 1998 
692 Vibración fuera del plano asociada a la esporinita (grupo de la liptinita) Guo y Bustin, 1998 
693 Vibración de tensión (stretching) asociada al Cuarzo Nayak y Singh, 2007 
670 Yeso Schiavon, 2007 
630 Vibración v4 asociada a la jarosita Lazaroff et al., 1982  Addler y Kerr, 1965 
536 Vibración de flexión (bending) Si – O asociada a caolinita y cuarzo Saikia et al., 2007 
510 Vibración t de los grupos OH asociados a la jarosita 
Lazaroff et al., 1982; Addler 
y Kerr, 1965 
471 Vibración de flexión (bending) Si – O asociada a caolinita y cuarzo  Saikia et al., 2007 
420 Pirita Saikia et al., 2007 Sharma y Wadhwa, 1997 
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Figura 64. Espectros FTIR para el carbón de la mina “La Cinco” (-100 Tyler) y las 
muestras biooxidadas con A. ferroox. Ka: caolinita, SO4: sulfatos, Ja: jarosita, Qz: cuarzo, Py: pirita 
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Figura 65. Espectros FTIR para el carbón de la mina “La Cinco” (-200 Tyler) y las 
muestras biooxidadas con A. ferroox. Ka: caolinita, SO4: sulfatos, Ja: jarosita, Qz: cuarzo, Py: pirita 
 
 
 
83
Para ambos tamaños de partícula, pero con mayor notoriedad en el tamaño de partícula 
más fino (<74µm), se observa una disminución de las bandas 3600-3800 cm-1, 912 cm-1 y  
935 cm-1 asociadas a la caolinita, 690 cm-1 asociada al cuarzo y 471 cm-1 y 536 cm-1, 
ambas asociadas a silicatos como el cuarzo y las arcillas. 
 
Por otra parte, las bandas 700-900 cm-1, 1250 cm-1, 1375 cm-1, 1438 cm-1, 1600 cm-1, 
1697 cm-1, 2850 cm-1 y 2920 cm-1, correspondientes a la fracción orgánica del carbón, no 
presentan cambios apreciables en el tiempo, indicando que los microorganismos 
solamente actúan sobre la fracción mineral o inorgánica. 
 
También se presenta un notorio incremento en la intensidad de la banda ubicada 
alrededor de 3400 cm-1, la cual está asociada a los grupos OH de minerales como arcillas 
y sulfatos. Esto concuerda con la aparición de bandas correspondientes a la jarosita en 
1188 cm-1, 1083 cm-1, 630 cm-1 y 510 cm-1 que aumentan su intensidad en el tiempo, 
característica que se acentúa más en el material más fino (figura 65), similar a lo 
observado en los espectros de DRX. 
 
La banda 420 cm-1, correspondiente a la pirita, presenta una disminución apreciable en 
ambos grupos de espectros; sin embargo, se considera de poca representatividad para 
evaluar la oxidación bacteriana del mineral por su cercanía al límite de detección del 
equipo (400-4000cm-1). 
 
Para el carbón de la mina “El Vampiro II”, los espectros FTIR presentan una morfología 
general similar a lo observado para el carbón de “La Cinco”. Las bandas asociadas al 
componente orgánico del carbón, no presentan cambios a lo largo del proceso, mas sí 
aquellas correspondientes a minerales como sulfatos, caolinita y cuarzo (figuras 66 y 67). 
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Figura 66. Espectros FTIR para el carbón de la mina “El Vampiro II” (-100 Tyler) y las 
muestras biooxidadas con A. ferroox. Ka: caolinita, SO4: sulfatos, Ja: jarosita, Qz: cuarzo, Py: pirita, 
Gy: yeso 
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Figura 67. Espectros FTIR para el carbón de la mina “El Vampiro II” (-200 Tyler) y las 
muestras biooxidadas con A. ferroox. Ka: caolinita, SO4: sulfatos, Ja: jarosita, Qz: cuarzo, Py: pirita, 
Gy: yeso 
 
 
Las bandas asociadas al cuarzo (471 cm-1, 536 cm-1 y 690 cm-1) y a la caolinita (3600-
3800 cm-1, 912 cm-1, 935 cm-1, 471 cm-1 y 536 cm-1) disminuyen su intensidad en el tiempo 
para ambos tamaños de partícula. En el caso de las bandas 1008 cm-1 y 1032 cm-1, 
ambas asociadas a silicatos como arcillas y el cuarzo, se observa una superposición de 
las mismas con bandas de sulfatos (1188 cm-1, 1083 cm-1 y 1090 cm-1). 
 
El yeso, mineral que fue detectado mediante DRX para las muestras biooxidadas 
(solamente en este carbón), aparece representado en la banda 670 cm-1. 
 
Si bien la calcita también fue detectada mediante DRX en la muestra de carbón inicial, 
esta técnica no permite diferenciarla con claridad ya que las bandas 1436 cm-1 y 876 cm-1 
asociadas a este mineral, se encuentran superpuestas con otras asociadas a 
componentes orgánicos del carbón (CHx). 
 
 
7.4.2.2 Acidithiobacillus ferrooxidans + Acidithiobacillus thiooxidans 
 
Para las muestras de carbón tratadas con el consorcio de microorganismos nativos, los 
espectros FTIR presentan muy poca variación en el tiempo en comparación con lo 
observado para el tratamiento bacteriano empleando A. ferroox. 
 
En el carbón de la mina “La Cinco” (figuras 68 y 69) se insinúan las mismas bandas 
observadas en el caso del tratamiento con A. ferroox., asociadas a la jarosita (1188 cm-1, 
1083 cm-1 y 630 cm-1), pero también aparecen las bandas a 3200 cm-1 y 1408 cm-1, 
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correspondientes a la vibración del ión NH4+, que en este caso corresponderían a la 
lonecreekita. 
 
Además, se incrementa paulatinamente la intensidad de la banda 3400 cm-1 asociada a 
los grupos OH de las arcillas y los sulfatos hidratados. 
 
Las bandas asociadas a silicatos como el cuarzo y la caolinita, ubicadas en los extremos 
del espectro (3600-3800 cm-1, 471 cm-1 y 536 cm-1) que son las más útiles para identificar 
variaciones por su mayor intensidad, presentan una leve disminución en ambos tamaños 
de partícula. No obstante, este cambio no es tan notorio como el observado para las 
muestras biodesulfurizadas con A. ferroox. 
 
Nuevamente, no se observaron cambios en las bandas asociadas al componente 
orgánico del carbón. 
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Figura 68. Espectros FTIR para el carbón de la mina “La Cinco” (-100 Tyler) y las 
muestras biooxidadas con A. ferroox. + A. thioox. 
 
 
En cuanto a las muestras de carbón de la mina “El Vampiro II”, las características de los 
espectros FTIR son similares a las descritas anteriormente para el carbón proveniente de 
la zona del río Guachinte, en cuanto a la disminución de la intensidad de las bandas 
asociadas a los silicatos (cuarzo y caolinita) y la aparición de bandas de hidroxisulfatos 
férricos (figuras 70 y 71). 
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Figura 69. Espectros FTIR para el carbón de la mina “La Cinco” (-200 Tyler) y las 
muestras biooxidadas con A. ferroox. + A. thioox. 
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Figura 70. Espectros FTIR para el carbón de la mina “El Vampiro II” (-100 Tyler) y las 
muestras biooxidadas con A. ferroox. + A. thioox. 
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Si bien, la cantidad de sulfatos precipitados también es mucho menor a lo observado para 
las muestras tratadas con A. ferroox., se puede apreciar la banda asociada al yeso (670 
cm-1) y las bandas asociadas a la lonecreekita (1408 cm-1 y 3200 cm-1) para ambos 
tamaños de partícula. 
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Figura 71. Espectros FTIR para el carbón de la mina “El Vampiro II” (-200 Tyler) y las 
muestras biooxidadas con A. ferroox. + A. thioox. Ka: caolinita, SO4: sulfatos, Ja: jarosita, Qz: 
cuarzo, Py: pirita, Gy: yeso 
 
 
7.4.3 Microscopía Electrónica de Barrido (SEM/EDS) 
 
 
7.4.3.1 Acidithiobacillus ferrooxidans 
 
Para el carbón de la mina “La Cinco”, la evidencia de oxidación en la pirita es muy 
marcada desde los primeros días del proceso para ambos tamaños de partícula. Para el 
día 4, por ejemplo, es posible observar la presencia de golfos de corrosión en las masas 
de pirita y en los cristales individuales (figura 72). 
 
Estas características se intensifican en el tiempo, encontrando para el día 12, granos de 
pirita sin caras definidas como resultado del proceso de oxidación y espacios vacíos en el 
carbón con forma y tamaño similar al de los cristales de pirita que se interpretan como el 
resultado de una disolución completa de los mismos (figura 73a). 
 
A partir de este mismo día (12), es posible apreciar los precipitados de jarosita rodeando 
algunos de los granos de carbón, muchos de ellos carentes del sulfuro de hierro en el 
caso del menor tamaño del partícula (figura 73b). 
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Figura 72. Evidencias de oxidación en la pirita para el día 4 del proceso en el carbón de la 
mina “La Cinco”. a) Grano de pirita anedral corroído (-100 Tyler), b) Cristales euedrales 
con evidencias de corrosión (-200 Tyler) 
 
 
  
Figura 73. Imágenes de SEM después de 12 días de proceso para el carbón de la mina 
“La Cinco”. a) Grano de carbón en donde se observa un grano de pirita con golfos de 
corrosión y huellas semi-circulares alrededor que podrían representar espacios 
previamente ocupados por cristales y/o framboides (-100 Tyler), b) Grano de carbón sin 
pirita rodeado completamente por sulfatos de hierro (-200 Tyler) 
 
 
Además de la jarosita (cuya presencia fue detectada previamente mediante DRX y FTIR), 
con el microscopio electrónico de barrido se hallaron óxidos/hidróxidos de hierro (figura 
74), los cuales no fueron detectados en el análisis inicial de la muestra, por lo que se 
considera que su origen puede estar relacionado al proceso de biodesulfurización. 
Adicionalmente, estas fases deben ser de carácter amorfo o de baja cristalinidad, ya que 
no se observaron por DRX. 
 
Algunos de estos óxidos/hidróxidos se encuentran como capas paralelas a la 
estratificación del carbón (figura 74a), posiblemente reemplazando las microfracturas 
rellenas de pirita que existían en el sustrato. No obstante, también se presentan como 
masas irregulares sin una orientación específica (figura 74b). 
 
 
a b
a b
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Figura 74. Precipitación de óxidos de hierro en el interior de los granos de carbón 
después de 20 días del proceso. a) Distribución de los precipitados en forma paralela a la 
estratificación indicando un posible reemplazamiento de espacios ocupados por pirita, b) 
microanálisis químico de estos precipitados 
 
 
A medida que avanza el proceso de biodesulfurización, se hace más evidente la aparición 
de sulfatos de hierro rodeando algunas partículas de carbón y/o cristales de pirita 
parcialmente corroídos. 
 
En la figura 75 se presenta un mapa composicional para un fragmento de carbón que 
contiene varios cristales de pirita después de 24 días de proceso. A partir de él, se puede 
determinar la distribución espacial de elementos como Si, O, C, S y Fe. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 75. Mapa composicional en donde se observa la variación espacial de los 
precipitados formados alrededor de los cristales de pirita en el carbón de la mina “La 
Cinco” después de 24 días del proceso (-100 Tyler) 
Elemento W% At% 
        
C 4.99 12.69 
O  25.99 49.59 
Fe  69.02 37.72 
   
Total 100.0  
  CO
S
Fe Si
a b
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Mientas el área ocupada por los cristales contiene hierro y azufre únicamente, los bordes 
de los mismos están conformados por oxígeno, azufre y hierro, asociados a los 
precipitados de jarosita previamente detectados mediante DRX y FTIR. Adicionalmente, 
se puede observar que estos cristales están dentro de la matriz del carbón y cerca de una 
zona rica en arcillas, por la presencia de silicio y oxígeno. 
 
Frecuentemente, la textura de estos precipitados es semejante a un entramado de 
pequeñas fibras, sin que se puedan diferenciar caras cristalinas individuales (figura 76). 
 
 
  
Figura 76. Sulfatos de hierro precipitados en el carbón de la mina “La Cinco” después de 
28 días del proceso. a) Textura de la jarosita precipitada sobre el carbón (-100 Tyler), b) 
Sulfatos rodeando un grano de pirita (-200 Tyler) 
 
 
Para el carbón de la zona del río Asnazú (El Vampiro II), también se aprecia una rápida 
oxidación de la pirita durante los primeros días del proceso de biodesulfurización. El 
volumen de cristales que ocupan los framboides se ve disminuido para el día 8 del 
proceso y se observan golfos de corrosión en algunos cristales de mayor tamaño (figura 
77), por lo que se puede decir que el proceso ocurre por igual sobre el mineral, 
independientemente del tamaño de los cristales. 
 
 
  
Figura 77. Evidencias de oxidación de la pirita en el carbón de la mina “El Vampiro II” 
después de 8 días de proceso. a) Oxidación parcial de la pirita framboidal y algunos 
cristales individuales b) golfos de corrosión en un cristal de pirita 
Elemento W% At% 
O  42.70 66.53 
S  21.25 16.52 
K 4.43 2.82 
Fe  31.62 14.12 
   
Total 100.0
0
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Para el día 16, es común observar fragmentos de carbón prácticamente sin pirita (figura 
78), algunos de ellos con huellas circulares similares a espacios previamente ocupados 
por framboides. 
 
 
  
Figura 78. Muestras de carbón de la mina “El Vampiro II” después de 16 días de 
tratamiento. a) Huella circular en un grano de carbón similar en forma y tamaño a un 
framboide de pirita (-100 Tyler). b) fragmentos de carbón sin pirita (-200 Tyler) 
 
 
Al igual que para el carbón de la mina “La Cinco”, la precipitación de jarosita alrededor de 
los cristales y framboides de pirita es bastante común a lo largo del proceso pero con 
mayor notoriedad en las últimas etapas (figuras 79 y 80). La composición química se 
mantiene acorde a una K-jarosita, acorde a lo observado con técnicas como DRX y FTIR. 
 
 
  
Figura 79. Precipitados de jarosita en el carbón de la mina “El Vampiro II” después de 24 
días de proceso. a) Precipitados de jarosita alrededor de un grano de pirita corroído (-100 
Tyler), b) Análisis microquímico de los precipitados con una composición y estequiometria 
acorde a una jarosita 
 
 
La precipitación de yeso a partir de la disolución de los carbonatos (principalmente 
calicita) presentes en el carbón, fue detectada en ambos tamaños de partícula. Este 
mineral se caracteriza por sus formas tabulares alargadas y caras cristalinas bien 
desarrolladas (figura 81). 
Elemento W% At% 
O  45.34 71.9 
S  10.42 7.87 
K 1.85 1.53 
Fe 42.38 18.8 
a b
a b
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Figura 80. Framboides de pirita parcialmente oxidados después de 28 días de proceso 
para el carbón de “El Vampiro II” rodeados de precipitados de jarosita. a) Tamaño de 
partícula -100 (Tyler), b) Tamaño de partícula -200 (Tyler) 
 
 
  
Figura 81. Cristales de yeso euedrales con forma tabular en las muestras de “El Vampiro 
II” después de 24 días de proceso. a) Grano de carbón sin pirita y con cristales de yeso (-
100 Tyler), b) Cristal de yeso con caras cristalinas bien definidas (-200 Tyler) 
 
 
Finalmente, las imágenes obtenidas para los controles abióticos después del proceso de 
biodesulfurización, permiten establecer que la pirita (tanto en masas irregulares como 
cristales y cúmulos framboidales) no sufrió oxidación (figura 82). 
 
 
7.4.3.2 Acidithiobacillus ferrooxidans + Acidithiobacillus thiooxidans 
 
En términos generales, las características observadas para el tratamiento bacteriano 
empleando A. ferroox., son las mismas detectadas para el proceso de biodesulfurización 
con el consorcio A. ferroox. + A. thioox. 
 
Para los primeros días del proceso en el carbón de la mina “La Cinco”, se observan golfos 
de corrosión en los cristales de pirita y disminución de la cantidad de cristales que 
conforman los framboides (figura 83). 
 
a b
a b
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Figura 82. Muestras correspondientes a los controles abióticos al final del proceso (28 
días) sin evidencias de oxidación. a) Granos de pirita y framboides intactos en el carbón 
de la mina “La Cinco”, b) Pirita framboidal y masiva en el carbón de “El Vampiro II” sin 
oxidación 
 
 
  
Figura 83. Evidencias de oxidación en la pirita después de 4 días de proceso para el 
carbón de “La Cinco”. a) Golfos de corrosión en un cristal de pirita (-100 Tyler), b) 
Reducción de la cantidad de cristales que conforman un framboide de pirita (-200 Tyler) 
 
 
A medida que avanza el proceso, esta oxidación del mineral sigue siendo notoria hasta el 
punto de que los cristales pierden por completo sus caras cristalinas y toman formas muy 
irregulares (figura 84). 
 
A partir del día 20, es posible apreciar la precipitación de jarosita y óxidos/hidróxidos de 
hierro (figura 85). La jarosita suele recubrir los granos de carbón (algunos ya carentes de 
pirita en su interior), por lo que al parecer se precipita en las etapas finales de la 
oxidación, cuando la mayor parte del sulfuro ha sido disuelto (figura 86). Esto contrasta 
con lo observado para el tratamiento con A. ferroox., en donde este mineral se precipita 
alrededor de la pirita y el carbón desde los inicios del proceso. 
 
En cuanto al carbón de la mina “El Vampiro II”, se observa una importante oxidación de la 
pirita desde los primeros días del tratamiento bacteriano. Los cristales individuales y 
aquellos que están conformando los framboides presentan golfos de corrosión como 
resultado de la disolución (figura 87). 
a b
a b
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Figura 84. Muestras de carbón de la mina “La Cinco” después de 12 días de tratamiento. 
a) masa irregular de pirita con evidencias de corrosión (-100 Tyler), b) Cristales de pirita 
con caras poco definida por el proceso de oxidación (-200 Tyler) 
 
 
  
Figura 85. Muestras de carbón de la mina “La Cinco” después de 20 días de proceso. a) 
Precipitación de jarosita en los bordes de los granos (-100 Tyler), b) Microanálisis químico 
de algunos precipitados indicando una composición de óxido-hidróxido de hierro 
 
 
  
Figura 86. Fragmentos de carbón de “La Cinco” para el día 28 del tratamiento. a) Granos 
de carbón sin pirita rodeados de sulfatos precipitados (-100 Tyler), b) Masas de pirita con 
forma circular y evidencias de corrosión al lado de cristales euedrales intactos (-200 Tyler) 
Elemento W% At% 
O  33.12 62.63
Si  1.54 1.66 
S  0.82 0.77 
Fe  64.52 34.95
   
Total 100.0  
a b
a b
a b
 
 
95
  
Figura 87. Evidencias de oxidación en la pirita después de 4 días de proceso para el 
carbón de “El Vampiro II”. a) Cristales de pirita con golfos de corrosión (-100 Tyler), b) 
Framboide de pirita deformado por la oxidación de los cristales (-200 Tyler) 
 
 
En el mapa composicional de la figura 88, es posible observar que el espacio que dejan 
los framboides parcialmente corroídos comienza a ser ocupado por precipitados de 
jarosita, no solo en la parte externa de los framboides sino también en su interior. 
 
 
  O 
Al Si
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C 
 
Figura 88. Mapa composicional para un framboide de pirita con evidencias de oxidación e 
la parte central después de 12 días de tratamiento (-200 Tyler) 
 
a b
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La textura y forma de los precipitados (tanto de yeso como de jarosita) es similar a la 
observada para todas las demás muestras (figuras 89 y 90), en donde los cristales de 
yeso poseen formas tabulares y caras cristalinas muy bien definidas, mientras que los 
sulfatos de hierro y potasio se presentan como masas entretejidas sin que sea posible 
distinguir cristales individuales. 
 
 
  
Figura 89. Minerales formados durante el proceso de biodesulfurización en el carbón de 
la mina “El Vampiro II” después de 16 días. a), Precipitados de jarosita conformando un 
entramado sobre el carbón (-100 Tyler) b) Cristales de yeso con formas tabulares bien 
definidas (-200 Tyler) 
 
 
   
Figura 90. Precipitados formados después de 28 días de oxidación bacteriana para el 
carbón de “El Vampiro II”. a) Golfos de corrosión en fragmentos de pirita masiva rodeados 
de sulfatos precipitados, b) Análisis microquímico de los precipitados formados con una 
estequiometria semejante a la jarosita 
 
 
Por último, en los controles abióticos no se observa ninguna evidencia de oxidación en la 
pirita después de 28 días (figura 91), tanto para el carbón de “La Cinco” como para el de 
“El Vampiro II”. 
 
Elemento W% At% 
O  27.09 50.12 
Al 2.53 2.77 
Si  2.93 3.09 
S  16.37 15.11 
K 8.07 6.11 
Fe 43.01 22.80 
Total 100.0
0
 
a b
a b
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Figura 91. Controles abióticos después de 28 días sin evidencias de alteración en la 
pirita. a) Carbón mina “La Cinco” (-100 Tyler), b) Carbón de “El Vampiro II” (-100 Tyler) 
 
 
7.4.4 Formas de azufre al final del proceso 
 
Si bien técnicas de caracterización como DRX y FTIR permiten determinar variaciones en 
la composición y proporciones relativas de los constituyentes inorgánicos del carbón, 
solamente realizando análisis químicos al comienzo y final del proceso para la fase sólida, 
se puede cuantificar con precisión la cantidad de azufre lixiviada y el grado de oxidación 
de la pirita. 
 
De esta forma, es posible saber si en una muestra con poca remoción de azufre total al 
final del proceso, la biooxidación de la pirita no fue significativa o si se está precipitando el 
hierro lixiviado en forma de sulfatos y en cuánta cantidad. Esta técnica es por lo tanto, 
complementaria y de mayor utilidad para la evaluación de la eficiencia del proceso de 
biodesulfurización a nivel cuantitativo. 
 
 
7.4.4.1 Acidithiobacillus ferrooxidans 
 
En la tabla 17, se encuentran los resultados obtenidos para los análisis de formas de 
azufre al inicio y al final del proceso para los carbones tratados con la cepa A.f.04B. 
 
Tanto para el carbón de la mina “La Cinco” como para el de la mina “El Vampiro”, es 
posible observar que las muestras biooxidadas poseen menor cantidad de azufre pirítico 
que la muestra inicial, lo cual no sucede en los controles abióticos, indicando que la 
oxidación de la pirita está asociada a la acción de los microorganismos. 
 
En los controles, además, se presenta una mayor cantidad de azufre al final del proceso, 
por lo que el porcentaje de remoción de azufre resulta negativo. Esto se debe a la 
precipitación del azufre presente en el medio de cultivo (sulfatos de amonio, magnesio, 
hierro, etc.) como resultado del incremento en el pH del medio. 
 
Es importante anotar que el contenido de azufre orgánico en las muestras iniciales y 
finales permanece estable, lo cual es acorde a las observaciones de los espectros FTIR, 
en donde no se observaron cambios en las bandas asociadas a la fracción orgánica de 
los carbones. 
 
a b
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Tabla 17. Formas de azufre para los carbones de las minas “La Cinco” y “El Vampiro II” 
antes y después del proceso de biodesulfurización con A. ferroox. 
Muestra  Ssulfato 
(%) 
Spirítico 
(%) 
SOrgánico 
(%) 
STotal 
(%) 
oxidación de pirita 
(%) 
remoción de azufre  
(%) 
La Cinco‐100
*  0.21  1.20  1.14  2.55     
La Cinco‐200
*  0.24  1.27  1.10  2.61     
CC‐100  0.32  1.12  1.16  2.60  6.67  ‐1.96 
CC‐200  0.33  1.23  1.14  2.70  3.15  ‐3.45 
La Cinco‐100   0.50  0.40  1.13  2.03  66.67  20.39 
La Cinco‐200  1.10  0.18  1.06  2.34  85.83  10.34 
Vampiro‐100
*  0.38  3.45  1.90  5.73     
Vampiro‐200
*  0.35  3.41  1.77  5.53     
CV‐100  0.67  3.35  1.83  5.85  2.90  ‐2.09 
CV‐200  0.70  3.30  1.72  5.72  3.23  ‐3.44 
Vampiro‐100   0.70  0.80  1.83  3.33  76.81  41.88 
Vampiro‐200  1.02  0.13  1.72  2.87  96.19  48.10 
(*)muestra inicial. CC: control carbón mina “La Cinco”. CV: control carbón mina “El Vampiro” 
 
 
Para las muestras inoculadas, las diferencias en la cantidad de azufre total al comienzo y 
final del proceso no son significativas para el carbón de la mina “La Cinco”, alcanzando 
remociones de 10% y 20% para las mallas gruesa y fina respectivamente. No obstante, 
los porcentajes de oxidación de la pirita fueron muy superiores a estos valores (67% y 
86% respectivamente), por lo que se corrobora que el azufre y el hierro vuelven a 
precipitarse en la fracción sólida en forma de jarosita. 
 
Para la malla más fina por ejemplo (-200 Tyler), aunque la pirita fue disuelta en un 86%, el 
contenido de sulfatos en el carbón pasa de 0.24% a 1.1% para valores de pH de 1.8-1.9, 
por lo que se puede decir que el trabajo de los microorganismos es exitoso pero en lugar 
de quedarse en solución, el azufre se reprecipita en el sistema. 
 
Por otra parte, para el carbón de la mina “El Vampiro II”, tanto la remoción de azufre total 
como el porcentaje de oxidación de la pirita son mayores que para el carbón de la mina 
“La Cinco”. En este caso, se alcanzan porcentajes de disolución del sulfuro de 77% y 96% 
para los tamaños de partícula grueso y fino respectivamente. No obstante, el azufre 
también se precipita en forma de sulfatos (jarosita y yeso según lo observado con DRX y 
FTIR) y la remoción de este componente en el carbón es de apenas 42% (tamaño grueso) 
y 48% (tamaño fino). 
 
Lo anterior significa que si bien hay una clara oxidación de la pirita por parte de los 
microorganismos en ambos sustratos de carbón, gran parte del azufre se está 
reincorporando a la fracción sólida del sistema en forma de sulfatos, algo no deseable en 
el proceso, ya que es precisamente este elemento el que se pretende extraer del carbón.  
 
Finalmente, es importante destacar que existe una mayor reducción del azufre pirítico en 
las muestras de menor tamaño de partícula (<74µm), posiblemente debido a que poseen 
mayor área superficial que puede entrar en contacto con el medio lixiviante y los 
microorganismos. 
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7.4.4.2 Acidithiobacillus ferrooxidans + Acidithiobacillus thiooxidans 
 
Para las muestras tratadas con el consorcio de microorganismos nativos A.f.04B y 
A.t.06B, los análisis de formas de azufre (tabla 17) presentan diferencias notables a lo 
observado para el proceso de biodesulfurización con A.f.04B solamente. 
 
En primer lugar, los controles abióticos poseen mucho más azufre que las muestras 
originales, lo cual se debe a que el azufre añadido al medio de cultivo (el cual no se utilizó 
para los ensayos con A. ferroox.), permaneció en la fracción sólida a lo largo del proceso. 
Si bien este azufre no está en realidad como sulfato en el carbón sino que se trata de 
azufre elemental, al realizar el análisis de formas de azufre, éste es disuelto por el ácido 
clorhídrico y posteriormente medido como sulfato. La norma ASTM D2492 empleada para 
estos análisis, sólo contempla el azufre presente en el carbón en sus formas orgánica, 
pirítica y como sulfato. 
 
En cuanto a las muestras bacterianas, aunque los porcentajes de oxidación de la pirita 
son muy similares a los obtenidos con A. ferroox., la cantidad de sulfatos precipitados en 
el sistema es menor, lo cual explica la mayor remoción de azufre total en los carbones. 
 
Por ejemplo, para el carbón de la mina “La Cinco”, en donde la lixiviación de pirita para el 
menor tamaño de partícula (-200 Tyler) fue alrededor del 85% para ambos tratamientos, 
con A. ferroox. hay 1.1% de azufre que permanece en el sólido en forma de sulfatos, 
mientras que con el consorcio A. ferroox. + A. thioox. este valor se reduce a 0.48%. 
 
También se puede observar que para los menores tamaños de partícula se alcanzaron 
mayores oxidaciones de la pirita en ambos carbones. Esta característica es común a 
ambos tratamientos bacterianos, por lo que se puede inferir que la granulometría del 
carbón es un factor relevante para el proceso de biodesulfurización. 
 
 
Tabla 18. Formas de azufre para los carbones de las minas “La Cinco” y “El Vampiro II” 
antes y después del proceso de biodesulfurización con el consorcio A. ferroox. + A. thioox. 
Muestra  Ssulfato 
(%) 
Spirítico 
(%) 
SOrgánico 
(%) 
STotal 
(%) 
oxidación de pirita 
(%) 
remoción de azufre  
(%) 
La Cinco‐100
*  0.21  1.20  1.14  2.55     
La Cinco‐200
*  0.24  1.27  1.10  2.61     
CC‐100  1.22  1.16  1.12  3.50  3.33  ‐37.25 
CC‐200  1.30  1.24  1.06  3.60  2.49  ‐41.18 
La Cinco‐100  0.30  0.43  1.17  1.90  64.17  25.49 
La Cinco‐200  0.48  0.19  1.14  1.81  85.04  30.65 
Vampiro‐100
*  0.38  3.45  1.90  5.73     
Vampiro‐200
*  0.35  3.41  1.77  5.53     
CV‐100  1.46  3.33  1.85  6.64  3.48  ‐15.88 
CV‐200  1.86  3.28  1.74  6.88  3.81  ‐24.41 
Vampiro‐100  0.40  0.70  1.85  2.95  79.71  48.52 
Vampiro‐200  0.80  0.16  1.74  2.70  95.31  51.18 
(*)muestra inicial. CC: control carbón mina “La Cinco”. CV: control carbón mina “El Vampiro” 
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7.5 Ensayos en bioreactores a un volumen de 5 litros 
 
Teniendo en cuenta los resultados obtenidos para los ensayos a nivel erlenmeyer 
correspondientes a los análisis químicos (porcentaje de hierro lixiviado y sulfatos en 
solución) como mineralógicos (DRX, FTIR), pero sobre todo a partir de las formas de 
azufre al final del proceso, se escogieron los parámetros para llevar a cabo el proceso en 
reactores agitados a un volumen de 5 litros. 
 
De esta forma, el tamaño de partícula seleccionado fue el más fino (<74µm), ya que 
presentó las mayores extracciones de azufre pirítico en ambos sustratos, además de la 
lixiviación de hierro y concentración de sulfatos en solución. 
 
Igualmente, la cepa tomada para estos ensayos fue el consorcio de microorganismos 
nativos (A.f.04B + A.t.06B) por su mayor capacidad para reducir el pH del medio y facilitar 
la disolución de los sulfatos generados por la oxidación de la pirita. 
 
La velocidad de agitación en los reactores se seleccionó de tal forma que no se produjera 
depositación del carbón en el fondo de los reactores, pero a su vez que no fuera tan alta 
como para afectar a los microorganismos. De esta forma, se hizo un ensayo previo con 5 
litros de agua, 500 g de carbón (-200 Tyler) y se encontró que por debajo de 350 r.p.m, 
había precipitación de sólidos en el reactor, por lo que se seleccionó un valor tentativo 
alrededor de 400 r.p.m. y se hizo un análisis estadístico de la concentración de partículas 
en diferentes puntos del tanque para verificar una correcta homogenización de los sólidos 
en el mismo. 
 
Se tomaron muestras de 1ml en 5 puntos del reactor, se dejaron secar para obtener la 
fracción sólida y se pesaron para determinar la densidad de sólidos en cada punto 
muestreado. Los resultados obtenidos se presentan en la figura 92 y, de acuerdo a la 
distribución de los datos, se concluyó que la velocidad de agitación propuesta era 
adecuada para el proceso. 
 
Finalmente, los ensayos en reactores a volumen de 5 litros, se llevaron a cabo por un 
periodo de 28 días con las siguientes condiciones:  
 
Tamaño de partícula: pasante malla 200 Tyler (<74µm) para ambos carbones (“La Cinco” 
y “El Vampiro II”) 
Microorganismos: A.f.04B + A.t.06B 
Concentración de sólidos: 10% peso/volumen  
Medio de cultivo: 9K modificado (el mismo empleado para los ensayos a escala 
erlenmeyer) 
Temperatura: 30 ± 5 ºC 
Velocidad de agitación: 400 ± 10 r.p.m. 
La saturación de oxígeno se garantizó con medidas periódicas de O2 
 
Parte de la finalidad de este ensayo es evaluar, a nivel general, el comportamiento del 
proceso a un mayor volumen, sin que ello signifique que se trata de un escalado del 
proceso, ya que ello requiere del análisis detallado de parámetros cinéticos y químicos 
que garanticen que las condiciones de operación de los reactores son las mismas que 
existían en los erelenmeyer. 
 
Además de evaluar el proceso de biodesulfurización en los reactores, se quiso determinar 
si al controlar el pH del medio durante el ensayo, se minimizaba el fenómeno de 
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precipitación de sulfatos (principalmente la jarosita). Por otra parte, es posible que cuando 
el pH del medio se reduce a valores cercanos a 1.0, los microorganismos compatibles con 
A. ferroox. se vean inhibidos para llevar a cabo sus funciones metabólicas, ya que se ha 
encontrado que trabajan mejor en valores de pH cercanos a 1.8 - 2.0 (Torma, 1977; 
Karamanev y Nikolov, 1988; Drobner et al., 1990). 
 
 
 
   
Muestra 
Peso 
muestra 
(g) 
%sólidos
g/L 
Promedio 
(g/L) 
Desv. 
Estándar
1 0.097 485 
2 0.102 510 
3 0.103 515 
4 0.099 495 
5 0.100 500 
501 10% 
 
Figura 92. Esquema general del proceso de biodesulfurización en bioreactores aun 
volumen de 5 litros y de los puntos muestreados en el interior del tanque para determinar 
la densidad promedio de sólidos a una agitación de 400 ± 10 r.p.m. 
 
 
Por ello, se plantearon entonces dos series de ensayos diferentes: uno sin controlar el pH 
(de igual forma que se llevó a cabo en los erlenmeyer) y otro manteniendo el pH del 
medio constante a lo largo del tiempo, alrededor de 1.6-1.7, pues este rango ha sido 
reportado como el óptimo para evitar la precipitación de jarosita para la oxidación del 
sulfato ferroso por parte de A. ferroox. (Daoud y Karamanev, 2006, Arroyave, 2008). 
 
Al comienzo, para los ensayos a pH controlado fue necesario agregar ácido sulfúrico 
(H2SO4) con el fin de neutralizar el efecto que ejercen los carbonatos durante los primeros 
días del proceso. Posteriormente, este control se hizo mediante hidróxido de sodio (NaOH 
9 normal) ya que los microorganismos tienden a disminuir el pH por debajo de 1.6. 
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7.5.1 Seguimiento del proceso (pH, Eh, % Fe lixiviado) 
 
Las gráficas de pH y Eh vs. tiempo para los ensayos llevados a cabo a un volumen de 5 
litros se presentan en las figuras 93 y 94. 
 
El comportamiento del pH durante el proceso es bastante similar al observado en las 
pruebas a nivel erlenmeyer. Se puede observar que al comienzo del proceso el pH es alto 
por la acción de los carbonatos en el medio, pero decrece rápidamente y se estabiliza 
alrededor de 1.3 y 1.2 para los carbones de la mina “La Cinco” y “El Vampiro II” 
respectivamente. 
 
Por otra parte, los controles abióticos mantienen altos valores de pH a lo largo del 
proceso, presentando ligeras ondulaciones alrededor de un valor constante. Es notable 
que para el carbón de “El Vampiro II”, el pH es muy superior al de “La Cinco” (6.4 y 4.5 
respectivamente), lo cual se interpreta como debido principalmente a que este último 
sustrato no posee calcita (resultados de DRX). 
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Figura 93. Gráficas de pH vs. tiempo para los ensayos en reactores a 5 litros. sin control 
de pH. a) carbón de la mina “La Cinco”; b) carbón de la mina “El Vampiro II” 
 
 
En cuanto al comportamiento del potencial de óxido-reducción (Eh), es posible notar 
diferencias entre los procesos llevados a cabo con y sin control del pH. En primer lugar, el 
Eh de los controles abióticos es sustancialmente mayor cuando el pH del medio se 
mantiene alrededor de 1.6-1.7, alcanzando valores cercanos a 450 mV, mientras que 
cuando el pH no se controla, el potencial se mantiene por debajo de 300 mV (figura 94). 
 
En segundo lugar, para los ensayos inoculados, se observa una tendencia del Eh a 
mantenerse estable alrededor de 650 mV en ambos tipos de carbón. No obstante, el 
tiempo que tardan ambos ensayos (con y sin control de pH) en alcanzar este valor es 
sustancialmente menor cuando el pH no se controla que cuando se mantiene constante 
(figura 94). 
 
En cuanto a la proporción de hierro lixiviada en el tiempo (figura 95), es posible observar 
que para ambos sustratos, aproximadamente el 70-80% del hierro asociado a la pirita fue 
puesto en solución. 
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En este caso, el proceso en el cual no se hizo control del pH parece ser más eficiente, ya 
que se alcanzan lixiviaciones del 75% del hierro en apenas 7 días, mientras que cuando el 
pH se controla con NaOH, este mismo porcentaje de lixiviación sólo se alcanza después 
de 14 días (el doble del tiempo). 
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Figura 94. Gráficas de Eh vs. tiempo para los ensayos en reactores a 5 litros. a) carbón 
de la mina “La Cinco”; b) carbón de la mina “El Vampiro II” 
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Figura 95. Gráficas de porcentaje de hierro lixiviado vs. tiempo para ambos tipos de 
carbón. a) carbón de la mina “La Cinco”; b) carbón de la mina “El Vampiro II” 
 
 
7.5.2 Difracción de rayos X (DRX) 
 
Los espectros DRX para el carbón de la mina “La Cinco” después de 28 días de proceso 
(con y sin control de pH), se encuentran en la figura 96. Es posible observar que los picos 
asociados a la pirita desaparecen completamente en ambos tratamientos, mientras que 
aquellos correspondientes a minerales como el cuarzo y la caolinita, no presentan 
variaciones apreciables en el tiempo. 
 
Adicionalmente, se detecta la presencia de jarosita y lonecreekita en pocas cantidades, lo 
cual indica que estos minerales no se están precipitando en grandes cantidades, como sí 
a ba 
a b
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ocurría para el tratamiento bacteriano donde se usó A. ferroox. únicamente. 
 
En la figura 97, se presentan los difractogramas de la muestra de carbón inicial y las 
cenizas correspondientes al carbón crudo (sin ningún tratamiento) y después del proceso 
de biodesulfurización sin control de pH. 
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Figura 96. Difractogramas para el carbón de la mina “La Cinco” antes y después del 
proceso de biodesulfurización en reactores de 5 litros 
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Figura 97. Difractogramas del carbón de la mina “La Cinco” y las cenizas del mismo antes 
y después de 28 días de proceso en reactores de 5 litros 
 
 
Es posible observar que la amorficidad del espectro del carbón desaparece en las cenizas 
y los picos de las fases minerales son más definidos y agudos, especialmente aquellos 
 
 
105
asociados al cuarzo, el único mineral que está presente en las tres fases analizadas. 
 
Tanto en las cenizas del carbón crudo como biodesulfurizado, los picos asociados a 
minerales como caolinita, pirita y dolomita desaparecen y dan lugar a la formación de 
fases como hematita (Fe2O3) y anhidrita (CaSO4). Estos últimos minerales, especialmente 
la hematita, son menos abundantes en las cenizas del carbón biooxidado (figura 95), ya 
que el hierro disponible para generar la nueva fase mineral es menor. 
 
Para el carbón de la mina “El Vampiro II”, la precipitación de minerales como jarosita y 
yeso es mucho mayor que para el de la zona del río Guachinte, lo cual se manifiesta en la 
intensidad de los picos de los difractogramas (figura 98). 
 
En este caso, fases minerales como pirita, calcita y dolomita desaparecen en las muestras 
biodesulfurizadas y no se observan cambios apreciables en el cuarzo y la caolinita. 
 
Si bien la precipitación de sulfatos es común a ambos tratamientos (con y sin control de 
pH), hay mayor formación de estas fases en el proceso donde se mantiene constante el 
pH alrededor de 1.6-1.7.  
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Figura 98. Difractogramas para el carbón de la mina “El Vampiro II” antes y después del 
proceso de biodesulfurización en reactores de 5 litros 
 
 
Los espectros de difracción correspondientes a las cenizas carbón antes y después de ser 
biooxidado, se encuentran en la figura 99. 
 
Al igual que para el carbón de la mina “La Cinco”, en las cenizas desaparecen todas las 
fases minerales, a excepción del cuarzo y se generan minerales como hematita y 
anhidrita. 
 
La hematita es menos abundante en la muestra biodesulfurizada, ya que la principal 
fuente de hierro para la formación de este mineral (pirita), ha sido lixiviada en gran 
medida. 
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Por otra parte, la anhidrita parece ser más abundante en las cenizas del carbón tratado 
biológicamente, indicando una mayor cantidad de calcio en las muestras biooxidadas. 
Para las muestras originales, el calcio está asociado a minerales como calcita y dolomita, 
mientras que para las muestras tratadas biológicamente este elemento se encuentra en el 
yeso. Si bien este último mineral se precipita a partir de los carbonatos previamente 
descritos, es posible que también haya formación adicional de yeso a partir del nitrato de 
calcio presente en las sales basales del medio de cultivo. 
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Figura 99. Difractogramas del carbón de la mina “El Vampiro II” y las cenizas del mismo 
antes y después de 28 días de proceso en reactores de 5 litros 
 
 
7.5.3 Espectroscopía de Infrarrojo con Transformada de Fourier (FTIR) 
 
Los espectros FTIR para las muestras biooxidadas en reactores a escala de 5 litros 
(figuras 100 y 101), presentan gran similitud con aquellos correspondientes al proceso a 
nivel de erlenmeyer. 
 
La interpretación de las diferentes bandas contenidas en los espectros, se hizo con base 
en la tabla 16, la misma empleada anteriormente para los espectros obtenidos en el 
proceso de biodesulfurización en erlenmeyers. 
 
En el caso del carbón de la mina “La Cinco” (figura 100), las bandas asociadas a la 
fracción orgánica del carbón no presentan cambios después de los tratamientos 
bacterianos, al igual que aquellas correspondientes a silicatos como el cuarzo y la 
caolinita. 
 
Las principales diferencias corresponden a las bandas de minerales como los sulfatos 
(jarosita), las cuales aparecen en las muestras biooxidadas y con mayor intensidad en 
aquella donde se hizo un control del pH. 
 
Finalmente, la banda asociada a los grupos OH, presentes en minerales como arcillas y 
sulfatos hidratados, también se intensifica en las muestras biodesulfurizadas. 
Por otro lado, para el carbón de la minia “El Vampiro II” (figura 101), tampoco hay cambios 
en bandas relacionadas con la materia orgánica del carbón, el cuarzo y la caolinita. No 
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obstante, aquellas asociadas a sulfatos como yeso y jarosita poseen gran intensidad en 
las muestras biooxidadas, especialmente en la que se controló el pH del medio. 
 
 
7.5.4 Formas de azufre al final del proceso 
 
Los resultados obtenidos para la determinación de las formas de azufre después del 
proceso de biodesulfurización, se encuentran resumidos en la tabla 19. 
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Figura 100. Espectros FTIR para la muestra de carbón original de la mina “La Cinco” y los 
tratamientos bacterianos después de 28 días en reactores de 5 litros 
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Figura 101. Espectros FTIR para la muestra de carbón original y los tratamientos 
bacterianos después de 28 días en reactores de 5 litros 
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Se puede observar el porcentaje de oxidación de la pirita es similar para los dos 
tratamientos (con y sin control de pH) en cada sustrato. No obstante, hay mayor oxidación 
de pirita en el carbón de “El Vampiro II” (92-96%) que en el de “La Cinco” (82-85%), con 
valores muy similares a los obtenidos en los ensayos a escala erlenmeyer con el 
consorcio de microorganismos nativos (85% y 95% respectivamente). 
 
 
Tabla 19. Formas de azufre para los carbones de las minas “La Cinco” y “El Vampiro II” 
antes y después del proceso de biodesulfurización en reactores a 5 litros 
Muestra  SSO4  SPy  SOrg  STotal  %oxidación  %remoción 
La Cinco*  0.26  1.22  1.10  2.58     
La CincopH no controlado  0.51  0.18  1.07  1.76  85.25  31.78 
La CincopH controlado  0.69  0.22  1.12  2.03  81.97  21.32 
 El Vampiro II*  0.48  3.42  1.80  5.70     
El Vampiro IIpH no controlado  0.81  0.12  1.75  2.68  96.49  52.98 
El Vampiro IIpH controlado  1.00  0.27  1.77  3.04  92.11  46.67 
(*)muestra inicial 
 
 
Aunque la oxidación de la pirita se da en proporciones similares, independientemente del 
tratamiento biológico realizado, se puede apreciar que hay una mayor precipitación de 
sulfatos en los ensayos llevados a cabo a un pH constante alrededor de 1.6-1.7. Esto 
también implica que el porcentaje de remoción de azufre total en las muestras sea inferior 
cuando hay un control del pH, por lo que se puede decir que la eficiencia del proceso no 
se incrementa con esta medida, o por lo menos no para las condiciones establecidas. 
 
 
7.5.5 Análisis próximos del carbón después del proceso de biodesulfurización  
 
Con el fin de determinar si se presentaron cambios en las propiedades de los carbones 
después de realizar el tratamiento bacteriano, se hicieron los análisis próximos de las 
muestras biodesulfurizadas y se compararon con los de la muestra inicial, contenidos en 
la tabla 13. 
 
Los análisis próximos antes y después de los procesos de biodesulfurización en reactores 
a escala de 5 litros, se presentan en las tablas 20 y 21 para los carbones de “La Cinco” y 
“El Vampiro II”, respectivamente. 
 
Es posible observar que en las muestras tratadas biológicamente, se presentan 
incrementos en el contenido de carbono fijo, humedad residual y poder calorífico del 
carbón, así como una reducción en las cenizas. No obstante, estos cambios son más 
notorios para las muestras a las que no se le hizo un control del pH del medio. 
 
También se aprecia un ligero incremento de la humedad residual de los carbones, 
posiblemente asociado a las nuevas fases minerales hidratadas que se precipitan en el 
sistema (jarosita, yeso, etc.). 
 
Finalmente, para las muestras en donde se controló el pH, se aprecia un aumento en el 
contenido de materia volátil para ambos carbones. 
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Tabla 20. Análisis próximos del carbón de la mina “La Cinco” antes y después de los 
procesos de biodesulfurización en reactores a un volumen de 5 litros 
Propiedad Muestra Inicial 
Muestra 
biooxidada 
sin control de 
pH 
Muestra 
biooxidada a 
pH 1.6-1.7 
Humedad residual (%) 2.0 2.3 2.4 
Cenizas (%) 18.0 15.1 15.8 
Materia Volátil (%) 38.5 38.3 39.9 
Carbono Fijo (%) 41.5 44.3 41.9 
Azufre Total (%) 2.56 1.76 2.13 
Poder calorífico-base bruta (cal/g) 6451 6617 6437 
 
 
Para el carbón de “El Vampiro II” se observan las mismas características descritas 
anteriormente para el sustrato del Valle del Cauca 
 
 
Tabla 21. Análisis próximos del carbón de la mina “El Vampiro II” antes y después de los 
procesos de biodesulfurización en reactores a un volumen de 5 litros 
Propiedad Muestra Inicial 
Muestra 
biooxidada 
sin control de 
pH 
Muestra 
biooxidada a 
pH 1.6-1.7 
Humedad residual (%) 2.6 3.3 2.9 
Cenizas (%) 16.5 12.0 12.4 
Materia Volátil (%) 38.1 38.3 39.7 
Carbono Fijo (%) 42.8 46.4 45.0 
Azufre Total (%) 5.7 2.68 3.04 
Poder calorífico-base bruta (cal/g) 6341 6572 6458 
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8 DISCUSIÓN 
 
Para todos los ensayos realizados, con excepción de los controles abióticos, las técnicas 
de caracterización mineralógica y química arrojaron evidencias de oxidación de la pirita 
presente en los carbones de las zonas del río Guachinte y río Asnazú. 
 
No obstante, la eficiencia del proceso claramente depende de factores como el tipo de 
carbón (contenido de azufre, minerales presentes en la fase inorgánica, forma de 
ocurrencia y granulometría de la pirita), el tamaño de partícula, el medio de cultivo, los 
microorganismos empleados, etc. 
 
A continuación se presenta la discusión de los resultados obtenidos en cada una de las 
etapas de evaluación del proceso. 
 
 
8.1 Adaptación de microorganismos 
 
Teniendo en cuenta que una adecuada adaptación de las cepas al sustrato es vital para la 
eficiencia del proceso, es importante resaltar la ventaja de trabajar con microorganismos 
nativos. Las bacterias tienen un cierto grado de afinidad intrínseco al material, lo cual 
facilita el proceso de biodesulfurización si previamente se hace un adecuado trabajo de 
familiarización con las condiciones de operación deseadas (frecuencia de agitación, 
temperatura, tamaño de partícula, porcentaje de sólidos en el medio, etc.). 
 
De acuerdo al trabajo de Aller et al. (2001), el proceso de biodesulfurización es mucho 
más efectivo cuando se emplean consorcios de microorganismos provenientes del carbón 
mismo, en comparación con aquellos obtenidos de drenajes ácidos de mina, aunque 
éstos provengan de una mina de carbón. No obstante, en su trabajo se encontró que, 
además de bacterias como A. ferroox. y L. ferroox., en las muestras nativas habían 
microorganismos posiblemente asociados al género Bacillus, pero no caracterizados por 
completo. 
 
Si estos microorganismos influyen positivamente en el proceso de biodesulfurización, no 
es posible concluir que la cepa procedente de la mina de carbón sea menos efectiva, ya 
que realmente la diferencia estaría asociada a una simbiosis de los microorganismos 
implicados. Dicha comparación sólo podría ser posible si se garantiza que en todos los 
ensayos inoculados existen los mismos microorganismos, preferiblemente en la misma 
proporción al comienzo del proceso. 
 
La característica más importante durante el proceso de adaptación de las seis cepas 
aisladas (tres de ellas compatibles con A. ferroox. y las otras tres con A. thioox.) al carbón 
de la mina “El Vampiro II”, fue el incremento inicial del pH en el medio. 
 
Este incremento puede estar relacionado con la presencia de carbonatos en el sustrato 
(calcita, dolomita), los cuales fueron detectados mediante DRX. Es bien conocido que 
estos compuestos consumen ácido (iones H+) en el sistema y aumentan el pH de la 
solución, inhibiendo o retardando la actividad bacteriana (Silverman, 1961). 
 
Otra posible explicación para este incremento de pH está relacionada con el grado de 
adaptación al sustrato alcanzado por los microorganismos. La fase de retardo, también 
conocida como fase “lag”, se presenta comúnmente en los microorganismos que no están 
adaptados al sustrato impuesto y consiste básicamente en un incremento inicial del pH 
 
 
111
durante el proceso de lixiviación. Las bacterias adaptadas no presentan dicha fase de 
retardo y comienzan el proceso de oxidación con rapidez, posiblemente debido a un 
incremento en la concentración de las enzimas que les permiten oxidar compuestos como 
azufre y hierro (Elzeky y Attia, 1995). 
 
De esta forma, si el grado de adaptación de los microorganismos es bajo, al comienzo de 
cada etapa o ensayo se presentará un importante cambio en las condiciones de Eh y pH 
del medio y a medida que las bacterias vayan acostumbrándose a las condiciones 
impuestas (si lo logran), estos valores se tornarán similares a los alcanzados en las 
etapas previas de adaptación (Elzeky y Attia, 1995). 
 
Esta teoría adquiere gran validez cuando se observan las gráficas correspondientes a las 
etapas séptima y octava de las fases de adaptación (tanto para A. ferroox. como para A. 
thioox.) (figuras 34 y 35), las cuales fueron llevadas a cabo bajo las mismas condiciones 
(concentración de sólidos y sulfato ferroso, tamaño de partícula, etc). En este caso, los 
cambios en los valores de Eh y pH durante los dos primeros días del proceso fueron 
menos drásticos y los microorganismos reaccionaron con mayor rapidez en el sistema, 
indicando posiblemente una mejor aclimatación a las condiciones impuestas. 
 
Por otro lado, compuestos orgánicos (entre ellos el carbón) también pueden inhibir el 
crecimiento bacteriano, especialmente cuando se trata de tamaños de partícula muy finos 
(Eligwe, 1988). Por lo tanto, es posible que más que una única razón, exista una 
combinación de factores para este incremento inicial del pH. 
 
Un hecho claro, no obstante, es que aunque los microorganismos estuvieran 
completamente adaptados al sustrato y a las condiciones de operación, siempre habría un 
aumento inicial del pH en el medio de cultivo, debido a la presencia de carbonatos en el 
sustrato empleado. Esto podría evitarse haciendo un lavado previo del carbón con ácido 
clorhídrico (u otro ácido). Sin embargo, para el caso analizado, la baja concentración de 
estos compuestos permite que las bacterias sean capaces de contrarrestar el efecto 
negativo de los carbonatos en pocos días, sin necesidad de una ayuda externa. 
 
 
8.2 Seguimiento del proceso a escala erlenmeyer (Eh, pH, O2, [SO4], Felixiviado, 
formas de azufre) 
 
Las gráficas de pH vs. Tiempo, para los diferentes ensayos inoculados, claramente 
demuestran la influencia de los carbonatos presentes en ambos carbones. Sin embargo, 
los microorganismos rápidamente neutralizan este efecto, acidificando el medio hasta 
valores de 1.8 y 1.3, para los ensayos llevados a cabo con A. ferroox. y el consorcio A. 
ferroox.+ A. thioox., respectivamente. 
 
Por otra parte, el potencial de óxido-reducción asciende a valores cercanos a 650 mV e 
incluso hasta 680 mV en todos los ensayos, con excepción de los controles abióticos, en 
donde se mantiene estable por debajo de los 300 mV. Esto significa que, en presencia de 
las bacterias, hay una constante transferencia de electrones en el sistema, principalmente 
en lo referente a la continua transformación de Fe+2 a Fe+3, la principal función de los 
microorganismos compatibles con A. ferroox. (Kodali et al., 2004; Rossi, 1990) 
 
En el caso de los ensayos llevados a cabo con el consorcio de microorganismos, si bien al 
comienzo del proceso se tenían proporciones igual de cada uno (50% A. ferroox. y 50% A. 
thioox.), no se determinó la evolución de la densidad poblacional de cada uno con el 
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tiempo, la cual puede variar de acuerdo a la adaptabilidad de cada uno de ellos a las 
condiciones impuestas. 
 
No obstante, a partir del comportamiento del Eh y el pH, es posible inferir que ambas 
cepas estaban presentes en el sistema sin verse inhibidas. El comportamiento de A. 
ferroox. en este caso, es evidente en los niveles de potencial redox, los cuales se 
mantienen por encima de 650 mV, aún cuando el pH del medio decrece a valores 
cercanos a 1.2, bastante inferiores al óptimo (1.8 - 2.0) reportado en la literatura para este 
tipo de microorganismos. (Torma, 1977; Smith et al., 1988; Drobner et al., 1990; 
Karamanev y Nikolov, 1998). 
 
Por otra parte, la mayor acidificación del medio en el caso de los consorcios, en 
comparación con los ensayos llevados a cabo con A. ferroox. únicamente (1.2 y 1.8 
respectivamente), da indicios de que las cepas compatibles con A. thioox. están actuando 
satisfactoriamente en el proceso y tampoco se ven claramente inhibidas por los altos 
valores de Eh del sistema. 
 
En cuanto al hierro lixiviado y los sulfatos en solución, es posible decir que estos 
parámetros son importantes para evaluar de forma cuantitativa la extracción de estos 
compuestos del carbón, pero de ninguna forma se pueden tomar como única base para 
determinar cuál de los procesos llevados a cabo es el más eficiente, en cuanto al nivel de 
oxidación de la pirita. Para ello, es necesario complementar el análisis con la 
cuantificación de las formas de azufre en el sustrato. 
 
En el caso del tratamiento con A. ferroox., el porcentaje de hierro lixiviado para los 
tamaños de partícula grueso y fino fue de 30% y 50% para el carbón de la mina “La 
Cinco”, y de 40% y 60% para el carbón de “El Vampiro II”. No obstante, el nivel de 
oxidación de la pirita fue sustancialmente mayor, alcanzando valores de 67% y 86% para 
el carbón de la mina “La Cinco” y de 77% y 96% para el carbón de “El Vampiro II”. 
 
Para las muestras tratadas con el consorcio nativo (A. ferroox. + A. thioox.), los niveles de 
lixiviación de hierro para las fracciones gruesa y fina, fueron de 60% y 80% para “La 
Cinco” y de 70% y 85% para el “Vampiro II”, respectivamente. 
 
Estos valores son mucho más parecidos al porcentaje de oxidación de la pirita, siendo de 
64% y 85% para “La Cinco” y 80% y 95% para “El Vampiro II”. 
 
De esta forma, es claro que la eficiencia de los microorganismos en cuanto a la oxidación 
del sulfuro es mucho mayor de lo que muestran las gráficas de hierro y sulfatos, las 
cuales se ven afectadas por el fenómeno de precipitación de sulfatos (principalmente 
jarosita). 
 
De acuerdo con el diagrama de Pourbaix mostrado en la figura 102, se puede observar 
que la jarosita se puede formar a valores de pH inferiores a 1.8 y potenciales de óxido-
reducción superiores a 710 mV, siendo este potencial el referido a un electrodo estándar 
de hidrógeno.  
 
La conversión del valor del potencial de óxido-reducción (Eh) obtenido con un electrodo 
Ag/AgCl (como el empleado en este caso) al valor de Eh correspondiente al electrodo 
estándar de hidrógeno (SHE por sus siglas en inglés), está dado por la expresión: Eh 
(SHE) = E + ER (Nordstrom, 1978), donde E es el potencial obtenido con el electrodo 
Ag/AgCl y ER es el potencial estándar del electrodo de referencia, es decir, la diferencia 
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entre la medida E y la que se obtiene al medir la muestra con el electrodo estándar de 
hidrógeno.  
 
El valor de ER varía con la temperatura y la concentración de KCl en la solución que 
rellena el electrodo. Para 30ºC (temperatura de operación de los ensayos) y una 
concentración de KCl 3.0 molar, el valor de ER es de 205 mV (Langmuir, 1971). Por lo 
tanto, los valores de Eh alcanzados en los ensayos de biodesulfurización (650 – 680 mV), 
corresponden a un valor de ep (ep=Eh(SHE)/59.2) de 14.4 – 14.9 mV.  
 
 
 
Figura 102. Diagrama pe-pH para el sistema Fe-S-K-O-H a 25°C (pe=Eh(mv)/59.2 log de 
actividades totales de Fe+2=-3.47; Fe+3=-3.36 ó -2.27; SO4-2=-2.32; K+=-3.78). Las líneas 
punteadas indican campos de meta-estabilidad. Las áreas rayadas muestran una 
ampliación de los campos de estabilidad de la K-jarosita y la ferrihidrita si son 
seleccionados coeficientes de solubilidad menores. Tomado de Bigham et al. (19962). 
 
 
Teniendo en cuenta dichos valores de ep, así como el pH de los ensayos empleando A. 
ferroox. (1.8-1.9) y el consorcio A. ferroox. + A. thioox. (1.2-1.3), al observar el diagrama 
del pourbaix de la figura 102, se tiene que la jarosita es una fase más estable para las 
condiciones de Eh y pH alcanzadas usando A. ferroox. que aquellas correspondientes al 
consorcio nativo, lo cual permitiría explicar por qué este mineral es menos abundante en 
las muestras de carbón que fueron biooxidadas con el consorcio. 
Especies 
Disueltas 
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Como los niveles de oxidación de la pirita son prácticamente los mismos, 
independientemente del tratamiento realizado, es posible decir que la precipitación de 
jarosita (y de otros sulfatos como el yeso y la lonecreekita) se debe a una superación del 
límite de solubilidad del medio, el cual depende de varios factores entre los que se 
encuentra el pH (Claassen y Sandenbergh, 2007). Como ejemplo, se tiene que ión Fe3+ 
puede alcanzar valores de solubilidad de 6 g/L para valores de pH de 1.0 – 3.0, mientras 
que en ambientes neutros (pH = 7.0), el límite de solubilidad es tan solo 10–17 M (Quatrini 
et al., 2005). 
 
En lo que sí hay diferencias notables, es en el porcentaje de oxidación del mineral para 
los dos tamaños de partícula analizados (-100 y -200 Tyler), el cual siempre es superior 
para el material más fino, independientemente del sustrato y del tratamiento bacteriano. 
Esto es acorde a otros estudios reportados en la literatura (Acharya et al., 2001; Jorjani et 
al., 2004).y se debe principalmente a la existencia de una mayor área superficial expuesta 
al contacto con el medio lixiviante y los microorganismos.  
 
Adicionalmente, se puede observar que al comparar ambos carbones, siempre hay una 
mayor oxidación de la pirita para el carbón de la zona del río Asnazú (El Vampiro II), el 
cual a su vez es el que posee el mayor contenido de azufre total y la mayor proporción 
relativa de azufre pirítico (con relación a su forma orgánica). 
 
A partir de la determinación de las formas de azufre, también se pudo establecer que el 
azufre asociado a la fracción orgánica de ambos carbones se mantuvo prácticamente 
constante a lo largo del proceso. Esto corrobora que los microorganismos empleados para 
el proceso de biodesulfurización solamente son capaces de interactuar con el 
componente inorgánico del carbón (Tripathy et al., 1998; Aller et al., 2001). 
 
En cuanto a la eficiencia del proceso de biodesulfurización, se tiene que las cantidades de 
azufre total lixiviadas, así como la oxidación del azufre pirítico, están dentro del rango 
reportado por otros ensayos de este mismo tipo (Gupta et al., 1977; Tripathy et al., 1998; 
Jorjani et al., 2004; Juszczak et al., 1995). 
 
Algunos estudios reportan altos porcentajes de oxidación del azufre pirítico, la mayoría de 
ellos en el rango 80-95% (Ford et al., 1971; Detz y Barvichak, 1979; Kempton et al., 1980; 
Andrews y Maczuga, 1982; Malik et al., 2000; Acharya et al., 2001; Aller et al., 2001), sin 
embargo, no hacen referencia a la cantidad de azufre total lixiviada y en muchos casos se 
emplean además de microorganismos acidófilos como A. ferroox., A. thioox. y L. ferroox., 
así como heterótrofos provenientes de las mismas muestras de carbón. 
 
Por otra parte, es importante tener en cuenta que en algunos procesos en donde la 
remoción de azufre pirítico fue superior al 90% en pocos días (Acharya et al., 2001; 
Jorjani et al., 2004), los porcentajes de pulpa empleados fueron inferiores al 5% w/v, 
sustancialmente menores al utilizado para las muestras de carbón del suroccidente del 
país (10% w/v). 
 
El uso de hongos como el Aspergillus sp. (Acharya et al., 2005) y microorganismos 
termófilos del género Sulfolobus sp. (Detz y Barvinchak, 1979; Blazquez et al., 1993; 
Durusoy et al., 1997), ha demostrado ser de gran utilidad para remover el azufre orgánico 
del carbón. Teniendo en cuenta que hongos como el Aspergillus sp. suelen estar 
presentes en las mismas muestras de carbón, sería interesante llevar a cabo procesos de 
biodesulfurización empleando cultivos mixtos de este hongo con bacterias acidófilas como 
A. ferroox. y A. thioox., para así lixiviar todas las formas de azufre presentes en el carbón. 
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Finalmente, al comparar los resultados obtenidos para los ensayos inoculados con sus 
respectivos controles abióticos, es evidente que la oxidación de la pirita está directamente 
relacionada con la presencia de los microorganismos, ya que en los controles los valores 
de pH y Eh del medio permanecen por encima de 5.0 y debajo de 300 mV 
respectivamente. 
 
 
8.3 Mineralogía del Proceso (DRX, FTIR, SEM/EDS) 
 
 
8.3.1 Oxidación de la fracción inorgánica del carbón 
 
Los resultados obtenidos claramente indican que los microorganismos nativos aislados y 
empleados para el proceso de biodesulfurización, no interactúan con la fracción orgánica 
del carbón. 
 
Además, las diferentes técnicas de caracterización mineralógica empleadas permitieron 
establecer que la forma en que se encuentra la pirita en el carbón es uno de los factores 
que más influye en el proceso de biodesulfurización. 
 
En los carbones colombianos analizados, el que proviene de la zona del río Asnazú (El 
Vampiro II) se caracteriza por un predominio de la pirita framboidal, con cristales en su 
mayoría pequeños (0.3 - 1.8 µm), mientras que en el caso del sustrato de la zona del río 
Asnazú (La Cinco), este mineral se presenta principalmente en granos individuales de 
mayor tamaño (3 - 8 µm). 
 
Para todos los tratamientos realizados, el carbón de “El Vampiro II” fue el que presentó los 
mayores niveles de oxidación del sulfuro, a pesar de ser el sustrato con el mayor 
contenido de azufre total (5.7%) y de pirita (3.4%). Esto es acorde a lo reportado en varios 
estudios hechos para este tipo de sustratos, en donde se encontró que la pirita framboidal 
es más susceptible a la oxidación por parte de los microorganismos (Chaudhuri et al., 
1982; Acharya et al., 2001; Jorjani et al., 2004). 
 
A partir de las imágenes de SEM, se pudieron identificar golfos de corrosión en la pirita 
que incrementaban su intensidad con el tiempo, hasta cambiar completamente la forma 
de los cristales inicialmente euedrales. No obstante, otras estructuras de corrosión 
reportadas para este mineral, como canales (Bennett y Tributsch, 1978) y pits de tamaño 
y forma similar al de los microorganismos (Bennett y Tributsch, 1978; Katrina et al., 2001) 
no fueron identificadas. Esto podría indicar que la oxidación del sulfuro se lleva a cabo en 
el sistema principalmente por la acción del Fe+3, es decir, el mecanismo indirecto. 
 
De todas formas, la presencia de estructuras como los pits de corrosión, empleada por 
algunos autores para demostrar la adhesión de células bacterianas al sulfuro y sustentar 
así la existencia del mecanismo directo (Tributsch, 1976), tampoco permitiría concluir que 
hay una acción de dicho mecanismo, pues se ha demostrado que la pirita oxidada 
químicamente también presenta este tipo de texturas (Katrina et al., 2001; Fowler et al., 
2001).  
 
También se pudo establecer que, en la mayoría de los casos, la oxidación de la pirita se 
da de afuera hacia adentro, tanto para los cristales como para los framboides. No 
obstante, también es posible observar que para algunos framboides la oxidación no se da 
necesariamente de esta forma. Es decir, la disolución del sulfuro ocurre también al interior 
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del cúmulo y lo que se observa entonces es una disminución en el número de cristales 
que lo conforman. Esto puede deberse al hecho de que como los framboides están 
conformados por la agrupación de cristales pequeños, su porosidad es muy alta, así como 
la posibilidad de que el medio lixiviante entre en contacto con la el mineral. De esta forma, 
la oxidación puede ocurrir tanto en la parte externa, como al interior del cúmulo. 
 
Es importante destacar el hecho de que la pirita es el único sulfuro presente en los 
carbones empleados para el proceso de biodesulfurización, pues se ha demostrado que 
cuando este mineral está acompañado por otros minerales de este mismo tipo (esfalerita, 
galena, pirrotita, etc.), bacterias como A. ferroox. y A. thioox. atacan preferentemente 
estos últimos y la pirita permanece relativamente intacta hasta las últimas fases o hasta 
que se agotan las otras fuentes de energía para los microorganismos (Márquez, 1999; 
Ossa, 2004; Zapata, 2006; Wang et al., 2007; Arroyave, 2007). 
 
Para los otros minerales presentes en el carbón, tales como silicatos y carbonatos, se 
pudo ver que, aunque no son una fuente de azufre para los microorganismos, sufrieron 
transformaciones en el sistema. Esta oxidación de las fases minerales que acompañan los 
sulfuros en los procesos biológicos ha sido reportada previamente y está asociada 
principalmente a la acidez del medio (Márquez, 1999; Sand y Gehrke, 2006). 
 
Dentro del grupo de los carbonatos, la dolomita fue común a ambos sustratos, mientras 
que la calcita solo fue observada en el carbón de la zona del río Asnazú. Es bien sabido 
que en presencia de ácido estos minerales se disuelven, siendo la calcita uno de los 
menos refractarios (Marsden & House, 1992). 
 
El carbonato de calcio (calcita) es disuelto por el ácido sulfúrico para formar inicialmente 
anhidrita, mediante la reacción 9 (Marsden & House, 1992), fase que posteriormente se 
hidrata para dar lugar a la formación de yeso (CaSO4.2H2O). 
 
CaCO3 + H2SO4 → CaSO4+CO2+H2O                 (9) 
 
Por otra parte, la dolomita es un mineral que se disuelve más lentamente en ácido. Su 
oxidación fue mayor en los ensayos llevados a cabo con el consorcio A. ferroox. + A. 
thioox., principalmente porque en estos casos la acidez del medio fue más alta. 
 
Si bien la reacción planteada para este mineral en presencia de ácido sulfúrico implica la 
generación de sulfatos de Ca y Mg, como se observa en la ecuación 10 (Evangelou, 
2005), para el carbón de la mina “La Cinco” no se detectó la presencia de yeso ni fases 
constituidas por magnesio. 
 
CaMg(CO3)2 + H2SO4 → CaSO4 + MgSO4 + 2H2O + 2CO2            (10) 
 
Es posible que la baja concentración de dolomita en el sustrato permitiera que el Ca y Mg 
permanezcan en solución, aunque para el caso de los consorcios al menos una parte del 
calcio se incorporó a otra fase mineral, identificada como laumontita (CaAl2Si4O12·4(H2O)). 
 
La disolución de silicatos como el cuarzo y la caolinita también está relacionada con la 
acidez de los medios y ha sido reportada en varios trabajos previos (Márquez, 1999; 
Lewinska-Preis, 2003; Zapata, 2006; Sand y Gehrke, 2006; Arroyave, 2008). 
 
La transformación de estas fases minerales suministró el Al y Si necesarios para la 
formación de laumontita, en el caso de los tratamientos con el consorcio nativo.  
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8.3.2 Productos del proceso de biodesulfurización 
 
Los principales productos del proceso de biodesulfurización, son la jarosita (K-jarosita, 
hidroniojarosita), la lonecreekita y el yeso. Este último mineral solamente se presentó en 
el carbón de “El Vampiro II”, con mayor abundancia en los procesos llevados a cabo a 
menor tamaño de partícula. 
La generación de yeso en los procesos de biooxidación/biolixiviación ya ha sido reportada 
por varios autores (Márquez, 1999; Zapata, 2006) y siempre está asociada a la 
descomposición de los carbonatos presentes en el sustrato (en este caso calcita y 
dolomita). 
 
Para las muestras biooxidadas de “El Vampiro II”, este mineral posee formas tabulares y 
caras cristalinas bien definidas, a diferencia de los otros compuestos secundarios que se 
presentan como pátinas o recubrimientos, con texturas entretejidas. 
 
Otros productos incluyen oxi-hidróxidos de hierro, lonecreekita y laumontita. Los oxi-
hidróxidos de hierro fueron observados mediante SEM/EDS en muy pocas cantidades. El 
hecho de que estos compuestos no hayan sido detectados por DRX, indica posiblemente 
poseen baja cristalinidad y/o que su concentración es muy baja, pues cantidades 
inferiores al 5% difícilmente pueden ser detectadas por esta técnica en el carbón (Mojica, 
2008). 
 
La lonecreekita (NH4Fe(SO4)2.12H2O), se presentó en la mayoría de las muestras tratadas 
con el consorcio nativo, aunque en muy poca cantidad, siendo realmente importante en 
aquella correspondiente a la fracción gruesa del carbón de “El Vampiro II”. 
 
Este hidroxisulfato férrico está asociado a la oxidación de la pirita y al parecer se forma 
cuando el pH del medio es cercano a 1.0 (Martini, 1983); no obstante, su presencia no ha 
sido reportada para este tipo de procesos bacterianos. 
 
Teniendo en cuenta que la formación de la lonecreekita tiende a ser temprana en 
comparación con la jarosita, es posible inferir que el amonio presente en el medio de 
cultivo empleado para los consorcios se precipita inicialmente para formar esta fase 
mineral y posteriormente, cuando parte del K se libera de algunas arcillas por la acción 
ácida del medio, se forma la K-jarosita. Aunque la caolinita, la arcilla más abundante en 
los carbones estudiados, no posee potasio en su estructura, mediante SEM/EDS fue 
posible identificar algunas fases arcillosas que sí poseen este elemento y que tal vez por 
su baja concentración en el sustrato no fueron encontradas mediante DRX. 
 
La laumontita (CaAl2Si4O12·4(H2O)), mineral perteneciente al grupo de las zeolitas, solo 
fue observada para los tratamientos bacterianos con el consorcio de microorganismos 
nativos. Al igual que para la lonecreekita, esta fase no ha sido reportada en la literatura 
como un producto de los procesos de biooxidación/biolixiviación de sulfuros o carbones. 
 
La formación de este mineral está asociada a ambientes de meteorización, diagénesis, 
metamorfismo y condiciones hidrotermales (Gottardi, 1985). También ha sido sintetizado a 
temperaturas desde 30ºC hasta 450ºC a partir de vidrios, arcillas y cenizas (Ghobarkar, 
1998; Guo, 2003). 
 
Por su composición química parece ser un producto de la alteración de las arcillas y el 
cuarzo presentes en el carbón. No obstante, este mineral ha sido reportado en la literatura 
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como formado en ambientes neutros a básicos, muy diferentes a lo observado en este 
caso (Yanagimoto y Iijima, 2004; Guo, 2003). 
 
Además, teniendo en cuenta que la oxidación de los silicatos presentes en el carbón 
aparentemente fue mayor en los tratamientos con A. ferroox., es difícil entender por qué 
esta fase no se formó en dichos procesos. 
 
 
8.3.3 Precipitación de jarosita 
 
El principal producto de los ensayos de biodesulfurización adelantados, es la jarosita 
(además del yeso en el caso del carbón de “El Vampiro II”). 
 
Para este tipo de procesos, la generación de este mineral se considera como negativa en 
términos de eficiencia, en primer lugar, porque el azufre que se está extrayendo de la 
pirita retorna a la fracción sólida del carbón y, en segundo lugar, porque estos 
compuestos actúan como una barrera física que impide la posterior oxidación del mineral 
(Daoud y Karamanev, 2006), especialmente si ellos están recubriendo los sulfuros antes 
de su oxidación total (Márquez, 1999). Adicionalmente, la formación de jarosita trae 
consigo la precipitación de Fe+3 en el sistema, el principal agente lixiviante, de acuerdo 
con el mecanismo indirecto (Ahonen y Tuovinen, 1994).  
 
Entre mayor sea la granulometría de la pirita en el carbón, menor será el área superficial 
existente para que se lleve a cabo el proceso de oxidación, por lo que su tasa de 
disolución será inferior a la de un framboide del mismo tamaño, el cual está conformado 
por múltiples cristales más pequeños. Esto implica que cuando ocurra la precipitación de 
sulfatos alrededor de los cristales, muchos de los granos que conforman los framboides 
ya pueden haber sido lixiviados, mientras que los cristales de mayor tamaño todavía 
podrían poseer remanentes en el carbón. 
 
Si bien esta es una de las principales explicaciones posibles para el hecho de que se 
haya logrado una mayor oxidación de la pirita en el carbón de “El Vampiro II”, existen 
características adicionales que deben tenerse en cuenta para este proceso. 
 
Aunque en los tratamientos llevados a cabo se presentó una precipitación de jarosita casi 
desde el comienzo del proceso (especialmente para el caso de A. ferroox.), es evidente 
que la biooxidación de la pirita siguió ocurriendo, al menos durante la mayor parte del 
tiempo. Lo anterior se sustenta principalmente, en los espectros de DRX y las 
observaciones microscópicas (SEM) de las muestras extraídas del sistema cada cuatro 
días. 
 
En los DRX es posible observar que los picos asociados a la pirita disminuyen su 
intensidad con el tiempo, aún en presencia de jarosita, hasta desaparecer casi por 
completo, en el caso de los ensayos con menor tamaño de partícula (-200 Tyler). Esto se 
cumple para los dos carbones analizados y significa que la fase precipitada no inhibe (o al 
menos no por completo) el trabajo de los microorganismos, aunque evidentemente, para 
los últimos días del proceso, las imágenes de SEM demuestran que este mineral se 
convierte en una barrera que impide la oxidación del (figuras 80, 86 y 89a). 
 
Teniendo en cuenta que los ensayos hechos con menor tamaño de partícula (-200 Tyler), 
son los que presentan la mayor cantidad de sulfatos precipitados y a la vez los niveles 
más altos para la oxidación de la pirita, nuevamente se corrobora que este factor no es un 
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limitante para que el proceso continúe satisfactoriamente durante la mayor parte del 
tiempo. 
 
Por otra parte, para los ensayos con el mayor tamaño de partícula (-100 Tyler), los DRX 
indican que, aún en ausencia de jarosita, la pirita no se lixivia completamente. Esto 
claramente demuestra que es el tamaño de partícula, más que la precipitación de sulfatos, 
el principal factor que limita el proceso de biodesulfurización. 
 
Todos estos análisis concuerdan con lo propuesto por Kargi (1986), quien a partir de 
análisis teóricos de la oxidación de pirita pura, con diferente granulometría, concluyó que 
el límite de difusión, causado por la depositación de productos de oxidación de la pirita en 
su superficie, puede ser reducido disminuyendo el tamaño de partícula del carbón. Es 
decir, en una partícula de carbón lo suficientemente pequeña, la tasa de 
biodesulfurización no se ve afectada por la precipitación de sales férricas y está 
básicamente controlada por la tasa de reacción intrínseca. 
 
Aunque el autor no desarrolla una explicación detallada para este aspecto, posiblemente 
lo que sucede es que cuando el tamaño de partícula se reduce, es necesario que se 
produzca mucho más jarosita en el sistema para recubrir todas las partículas e inhibir el 
proceso. 
 
A partir de las imágenes de SEM, para las diferentes etapas del proceso, es posible 
avalar dicha teoría, pues se pudo observar que a lo largo del tiempo existían partículas 
completamente rodeadas por los sulfatos precipitados, al lado de otras en donde este 
fenómeno aún no había ocurrido. 
 
Acerca del fenómeno de precipitación de jarosita en los sistemas analizados, es 
importante discutir algunos puntos, principalmente en lo referente a la identificación de los 
factores que conducen a la generación de esta fase mineral. 
 
Es claro que el pH del medio influyó de manera directa en la generación de esta fase 
mineral, pues en las muestras tratadas con A. ferroox., donde el pH se estabilizó 
alrededor de 1.7-1.9, se precipitó más jarosita que en aquellas biooxidadas con el 
consorcio de microorganismos nativos, donde el pH final alcanzó valores de 1.2-1.3. 
 
De acuerdo con la literatura, valores de pH superiores a 1.8 se consideran críticos para la 
formación jarosita (Klein, 1998). De otro lado, se ha encontrado que el rango óptimo de 
operación para la oxidación de sulfato ferroso por parte de A. ferroox. con la mínima 
precipitación del mineral, es de 1.6-1.7 (Daoud y Karamanev, 2006). 
 
Esto explica por qué se favorece la precipitación de jarosita en los procesos que 
emplearon A. ferroox., pero no aquellos en donde se utilizó el consorcio de 
microorganismos nativos. 
 
Para este último caso, una mayor reducción del pH posiblemente evitaría la precipitación 
del mineral, pero traería consigo la inhibición de los microorganismos compatibles con A. 
ferroox., los cuales de por sí ya están operando a valores de pH inferiores a los 
reportados como óptimos para sus funciones (tabla 3). 
 
Además del pH, la presencia de iones como el amonio (NH4+) y el potasio (K+), que hacen 
parte de las sales basales del medio de cultivo, puede jugar un papel importante en la 
generación de jarosita (Gómez y Cantero, 2005). 
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En el caso de los consorcios, el medio empleado posee 6 veces más cantidad de sulfato 
de amonio, además del suministro de Sº, en comparación con los ensayos llevados a 
cabo con A. ferroox. Esto explica por qué para los tratamientos con A. ferroox., la fase 
predominante es una jarosita con composición intermedia entre K-jarosita e 
hidroniojarosita, mientras que para las muestras biooxidadas empleando el consorcio A. 
ferroox. + A. thioox., además de estas fases se presenta un hidroxisulfato de amonio: la 
lonecreekita. 
 
El potasio presente en estas fases minerales puede ser obtenido del fosfato ácido de 
potasio (uno de los constituyentes del medio de cultivo). 
 
El ión NH4+ tiene un origen claro, asociado a la mayor concentración del sulfato de amonio 
en los medios de cultivo utilizados para los consorcios. 
 
Muy posiblemente, si se hubiera empleado el mismo medio de cultivo para ambos 
tratamientos, en las muestras biooxidadas con el consorcio nativo la formación de estas 
fases minerales hubiera sido mínima o nula. 
 
Por otra parte, algo que se cumple para todos los ensayos es que la precipitación de 
jarosita siempre es mayor para el menor tamaño de partícula (-200 Tyler), 
independientemente del tipo de carbón y del tipo de microorganismo empleado. Esto 
puede ser explicado a partir del hecho de que, para el material más fino, la oxidación de la 
pirita es mayor y por lo tanto aumenta la disposición de hierro y sulfatos en el sistema 
para la generación del mineral. 
 
Por otra parte, es posible que, además de lo anterior, la fracción orgánica del carbón 
actúe como un componente reductor que favorece la precipitación de los elementos 
disueltos. Al disminuir el tamaño de partícula, este efecto reductor se incrementa, ya que 
el área superficial que entra en contacto con el medio líquido también es mayor. 
 
Finalmente, es importante anotar que si bien los ensayos bacterianos fueron llevados a 
cabo por un periodo de 28 días, con el fin de establecer las transformaciones 
mineralógicas ocurridas en el sistema, para el menor tamaño de partícula los análisis 
indican, en casi todos los casos, que después de 12-16 días se ha oxidado casi toda la 
pirita de los carbones (especialmente para el carbón de “El Vampiro II”). Esto significa que 
posiblemente los niveles de desulfurización alcanzados para el material más fino pueden 
ser obtenidos en un periodo menor de tiempo. 
 
Lo anterior cobra gran importancia cuando se pretende desarrollar este tipo de procesos a 
mayor escala, pues el tiempo requerido para extraer la mayor cantidad de azufre posible 
del carbón afecta directamente los costos y puede llegar a determinar la viabilidad de un 
montaje a nivel industrial. 
 
 
8.4 Ensayos a 5 litros 
 
La selección de los parámetros para llevar a cabo el proceso de biodesulfurización en 
reactores a un volumen de 5 litros partió de los resultados obtenidos en los ensayos a 
escala erlenmeyer. 
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De esta forma, se encontró que el consorcio de microorganismos nativos y previamente 
adaptados por separado (A.f.04B + A.t.06B) fue el más eficiente para la remoción de 
azufre en el sistema.  
 
Los resultados obtenidos para estos procesos a mayor volumen tienen gran similitud con 
lo observado para los consorcios a escala erlenmeyer. Los porcentajes de oxidación de la 
pirita, así como la cantidad de hierro lixiviada y reducción de azufre total, poseen 
magnitudes similares, tanto para el carbón de “La Cinco” como para el de “El Vampiro II”. 
 
Sin embargo, hay algunas diferencias con los ensayos llevados a cabo haciendo un 
control del pH mediante el uso de H2SO4 y NaOH. 
 
Mantener el pH alrededor de 1.6-1.7 desde el principio del proceso puede ser útil para 
neutralizar la acción de los carbonatos y minimizar la precipitación de jarosita, de acuerdo 
con varios autores en la literatutra (Gómez y Cantero, 2005; Daoud y Karamanev, 2006). 
Sin embargo, cuando hay una saturación de hierro férrico en el sistema, aún a pH 
controlado se da la precipitación de estos compuestos (Arroyave, 2007). 
 
Para los procesos llevados a cabo, es claro que al controlar el pH, se elimina la acción 
inicial de los carbonatos, consistente en un incremento del pH. No obstante, mantener la 
acidez del medio en a 1.6-1.7 no mejoró el proceso en cuanto a la disminución de la 
precipitación de jarositas. La extracción de azufre del carbón fue mayor cuando los 
microorganismos redujeron el pH y lo estabilizaron en valores cercanos a 1.2 sin ayuda 
externa, que cuando se quiso hacer un control sobre este parámetro. 
 
Adicionalmente, a partir del monitoreo del proceso (Eh, pH, %Fe lixiviado), se pudo 
establecer que a los microorganismos tienen dificultad para adaptarse a esta nueva 
situación impuesta, pues se tardan más tiempo en incrementar el Eh del medio y lixiviar el 
hierro. 
 
Esto puede ser debido a que ya están adaptados a los sustratos impuestos y al hecho de 
que el pH se incrementa drásticamente al comienzo del proceso, pues ellos mismos lo 
reducen en pocos días. Otra posible explicación es que se vean inhibidos parcialmente 
por la presencia de sodio en el medio, el cual se añade en grandes cantidades para 
mantener el pH constante a lo largo del tiempo (NaOH) y no hace parte de las sales 
basales a las que están acostumbrados los microorganismos. 
 
Existe también la posibilidad de que el nivel de pH seleccionado para llevar a cabo el 
proceso controlado, no fuera el más adecuado, por lo que se deberían adelantar ensayos 
a niveles de pH inferiores. Los microorganismos compatibles con A. ferroox. demostraron 
gran adaptabilidad para trabajar a valores de pH de 1.2 – 1.3, por lo que sería posible 
evaluar el proceso de biodesulfurización a dichos niveles de acidez. 
 
Aunque el principal objetivo buscado cuando se realiza un proceso de biodesulfurización 
es reducir la cantidad de azufre presente en el carbón, estos tratamientos también pueden 
afectar otras propiedades del sustrato, como su poder calorífico, contenido de cenizas, 
etc. El incremento en la materia volátil y el carbono fijo, así como la disminución del 
contenido de cenizas después del proceso de biodesulfurización con este tipo de 
microorganismos, es acorde a lo reportado en al literatura por Detz y Barvinchak, Acharya 
et al., 2001, Aller et al., 2001; Lewinska-Preis et al., 2003; Jorjani et al., 2004. 
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Uno de los principales cambios observados fue el incremento del poder calorífico de los 
carbones biooxidados, así como un menor contenido de cenizas, ambas características 
directamente relacionadas con la reducción del componente inorgánico. 
 
Por otra parte, el aumento del contenido de materia volátil en el carbón para este tipo de 
procesos se ha asociado con la precipitación de minerales como la jarosita (Acharya et 
al., 2001). Esto concuerda con lo observado en los análisis próximos, pues las muestras 
tratadas con un control de pH son las más ricas en esta fase mineral y a su vez poseen 
mayor contenido de materia volátil. 
 
 
8.5 Modelo esquemático del mecanismo de oxidación de la pirita  
 
De todos los sulfuros existentes, la pirita ha sido el más estudiado en este tipo de 
procesos biológicos y se han propuesto varios modelos generales para explicar las 
reacciones intermedias que permiten la biooxidación del mineral (Sand et al., 2001; 
Cundruwell, 2003; Schippers et al., 1996; Sand y Gehrke, 2006). A continuación, se 
presenta el modelo de oxidación general para la pirita, considerando el mecanismo 
indirecto como el más importante en la transformación del sulfuro. 
 
Teniendo en cuenta que la pirita es un mineral no soluble en ácido, que se oxida por la vía 
tiosulfato del mecanismo indirecto (Shippers et al., 1996; Shippers y Sand, 1999 y Sand et 
al., 2001), la primera reacción que ocurre en el sistema al añadir sulfato ferroso, es la 
oxidación de este compuesto por parte de los microorganismos: 
 
          bacteria 
2FeSO4 + 2H+ + 1/2O2  →   Fe2(SO4)3 + H2O             (11) 
 
En el caso de los consorcios, simultáneamente a la oxidación del sulfato ferroso, los 
microorganismos compatibles con A. thioox. (aunque también puede haber actuación de 
A. ferroox.) oxidan el azufre elemental suministrado al medio, así: 
 
2S0 + 3O2 + 2H2O → 2SO42- + 4H+                  (12) 
 
Cuando se oxida sulfato ferroso bacterianamente, se produce un aumento inicial en el pH 
de la solución producto del consumo de protones en la oxidación, de acuerdo con la 
ecuación (11). Este aumento de pH sumado a la presencia de ión férrico generado, induce 
la hidrólisis del Fe3+, representada en las reacciones 13-15. 
 
Fe3+ + H2O → FeOH2+ + H+                     (13) 
 
Fe3+ + 2 H2O → Fe(OH)2+ + 2 H+                   (14) 
 
Fe3+ + 3 H2O → Fe(OH)3 + 3 H+                   (15) 
 
Estas reacciones, al contrario de la 11, reducen el pH y tienden a estabilizarlo, 
dependiendo de la concentración total de hierro en la solución (Nemati et al., 1998). 
 
La oxidación de la pirita a partir del ión férrico, se da a través de un gran número de 
relaciones intermedias (figura 102) en donde el tiosulfato es el producto principal 
(Schippers et al., 1996): 
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FeS2 + 6Fe(H2O)63+ + 3H2O → Fe2+ + S2O32- + 6Fe(H2O)62+ + 6H+       (16) 
 
El ión férrico hexa-hidratado ataca la pirita y se reduce a su forma ferrosa (Fe2+); 
adicionalmente, Fe2+ y tiosulfato son liberados de la pirita. El tiosulfato no es un 
compuesto estable en soluciones ácidas que contienen iones férricos, por lo que en pocos 
segundos sucede una reacción química que genera tetrationato (17) (Schippers et al., 
1996). 
 
2Fe3+ + 2S2O32- → 2Fe2+ + S4O62-                  (17) 
 
A continuación, el tetrationato (en presencia de pirita) se descompone generando sulfato y 
trazas de tritionato y pentationato, como resultado de un mecanismo de reacción que 
involucra ácido disulfano-monosulfónico. Cuando se hidroliza, el tetrationato se transforma 
en ácido disulfano-monosulfónico (un compuesto altamente reactivo) y sulfato (ecuación 
18) (Schippers et al., 1996). 
 
S4O62- + H2O → HSSSO3- + SO42- + H+                 (18) 
Partiendo de este compuesto altamente reactivo, diversas reacciones pueden llevarse a 
cabo en el sistema, dando lugar a compuestos como el tritionato y el pentationato 
(ecuaciones 19 - 22) (Schippers et al., 1996). 
 
S3O32- + S2O32- + 0.5O2 + 2H+ → S5O62- + H2O               (19) 
 
S3O32- + S4O62- → S2O32- + S5O62-                   (20) 
 
S3O32- + 1.5O2 → S3O62-                      (21) 
 
4S3O32- → S8 + 4SO32-                       (22) 
 
El tiosulfato que se genera en la reacción 20 puede entrar nuevamente en el ciclo, como 
se observa en la figura 103 (Schippers et al., 1996). 
 
Por otra parte, el azufre que aparece como un producto de la reacción 22 es inestable en 
presencia de cationes metálicos y se transforma a sulfato (Schippers, 1996). 
 
Por otra parte, una reacción competitiva a la hidrólisis del hierro (reacciones 13-15) es la 
formación de sulfatos básicos, que son considerados como precursores de la jarosita 
(Fe2(OH)4SO4 ó Fe(OH)SO4, los cuales, en presencia de cationes monovalentes (A) 
como K+, Na+, NH4+ o H3O+, reaccionan para generar los hidroxisulfatos de hierro 
(AFe3(SO4)2(OH)6). Las reacciones planteadas por (Jiang y Lawson, 2006), se presentan a 
continuación: 
 
• Fe(OH)3+ + H+ → Fe(OH)2+ + H2O                  (23) 
 
• 2Fe(OH)2+ + SO42- → Fe2(OH)4SO4                   (24) 
 
• Fe(OH)2+ + SO42- + H+ → Fe(OH)SO4 + H2O               (25) 
  
• 3Fe2(OH)4SO4 +2A+ + SO42- → 2AFe3(SO4)2(OH)6                  (26) 
 
• Fe(OH)SO4 + 2A+ +2Fe3+ + 8H2O → 2AFe3(SO4)2(OH)6 + 8H+         (27) 
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La reacción general, puede ser expresada de la siguiente forma (Nemati et al., 1998): 
 
3 Fe3+ + A+ + 2HSO4- + 6H2O → AFe3(SO4)2(OH)6 + 8H+            (28) 
 
 
Fe3+
Fe2+
TIOSULFATO
S2O32‐ Fe3+
Fe2+
Ciclo de 
oxidación 
de la pirita
TETRATIONATO
S4O62‐
PENTATIONATO (S5O62‐)
+
TIOSULFATO (S2O32‐)
SULFATO + 
2H+ÁCIDO DISULFANO‐
MONOSULFÓNICO
HSSSO3‐
AZUFRE (S8)
+
4 SO32‐
TIOSULFATO 
+ 0.5O2 + 2H+
PENTATIONATO + 
H2O
TRITIONATO
S3O62‐
SULFATO + 2H+
1.5O2
+ A++ 2HSO4‐ + nH2O
AFe3(SO4)2(OH)6 + 8H+ (n=6)
NH4Fe(SO4)2.12H2O + 2H+ (n=12)
 
Figura 103. Ciclo oxidativo para la degradación de la pirita mediante lixiviación bacteriana 
y/o química. Las líneas punteadas indican que el tiosulfato puede entrar nuevamente en el 
ciclo. Modificado de Schippers et al. (1996) 
 
 
La disposición de los diferentes cationes que pueden ingresar en el sitio A de la 
estructura, es lo que condiciona la presencia de K-jarosita e hidroniojarosita en las 
muestras biodesulfurizadas. Por otra parte, aunque claramente había presencia de 
amonio en el sistema, este no dio lugar a la formación de amoniojarosita sino que se 
incorporó a la lonecreekita, bajo la siguiente reacción propuesta: 
 
Fe3+ + A+ + 2HSO4- + 12H2O → NH4Fe(SO4)2.12H2O + 2H+          (29) 
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9 CONCLUSIONES  
 
• El proceso de biodesulfurización llevado a cabo para dos carbones con alto contenido 
de azufre, constituye un trabajo pionero en el país, pues si bien se han adelantado 
estudios similares para menas de oro y sulfuros prácticamente puros (Muñoz, 2002, 
Ossa, 2004; Zapata, 2006; Mejía y Ospina, 2007; Arroyave, 2008), el empleo de 
microorganismos acidófilos no había sido aplicado anteriormente en sustratos de 
carbón. 
 
 
• Para las diferentes condiciones analizadas, en donde se consideraron variables como 
el tamaño de partícula (-100 y -200 Tyler), el tipo de inóculo bacteriano (A. ferroox. y 
A. ferroox.+ A. thioox.) y el tipo de carbón (“El Vampiro II” y “La Cinco”), los mejores 
resultados, en términos de oxidación de la pirita y lixiviación de azufre del carbón, se 
obtuvieron para la fracción más fina de ambos carbones y el empleo del consorcio 
nativo. De esta forma, la oxidación de la pirita fue de 85-96% y la reducción del azufre 
total de 30-50%. 
 
Si bien la oxidación de la pirita alcanzó proporciones similares para ambos 
tratamientos bacterianos, la oxidación cooperativa de los consorcios fue más eficiente 
para conservar el hierro y los sulfatos en la fase líquida, debido a la mayor 
acidificación del medio. A pesar de los bajos valores de pH alcanzados (1.2-1.3), no se 
presentó inhibición evidente de los microorganismos compatibles con A. ferroox., los 
principales responsables de la transformación Fe2+ a Fe3+ en el sistema. 
 
 
• Los principales factores que afectan el proceso de biodesulfurización para las 
condiciones analizadas, son: el pH, el tipo de medio de cultivo empleado, el tamaño de 
partícula del carbón, la textura y tamaño de los cristales de pirita y la presencia de 
carbonatos. 
 
El tamaño de partícula del sustrato, así como la forma de presentación de la pirita, 
determinan el grado de acceso que tienen los microorganismos y/o el medio lixiviante 
para interactuar con el mineral. 
 
Por otra parte, la presencia de carbonatos incide directamente en el pH del medio 
durante las primeras etapas del proceso y facilita la precipitación de yeso, 
reintegrando parte del azufre lixiviado a la fase sólida. 
 
Finalmente, el pH y la concentración y tipo de sales basales suministradas al medio de 
cultivo, son determinantes para la formación de hidroxisulfatos como la jarosita y la 
lonecreekita. Estos precipitados incorporan en su estructura, además de azufre, parte 
del hierro férrico presente en el sistema, que es el principal agente oxidante del 
sulfuro. 
 
 
• A partir de las técnicas de caracterización empleadas, se pudo establecer que la 
precipitación de jarosita en la mayoría de los tratamientos bacterianos, no impidió que 
la oxidación de la pirita siguiera ocurriendo durante la mayor parte del tiempo. Para los 
menores tamaños de partícula, este mineral se precipitó desde las primeras etapas del 
proceso (día 4) y aún así se alcanzaron los mayores niveles de oxidación del sulfuro 
(85-96%). 
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No obstante, la jarosita (y el yeso en el caso del carbón de “El Vampiro II”) sí afectó 
negativamente la eficiencia de los ensayos, al no permitir que todo el azufre lixiviado 
del sulfuro fuera extraído del sistema en la fracción líquida. 
 
 
• El aislamiento de microorganismos nativos para este proceso, seguido de una intensa 
etapa de adaptación, permitió neutralizar con rapidez la acción reductora de los 
carbonatos presentes en los sustratos y obtener en poco tiempo unas condiciones de 
Eh y pH óptimas para la oxidación de la pirita. 
 
Es claro que las bacterias empleadas no interactúan con el componente orgánico del 
carbón y por lo tanto solamente son útiles para extraer el azufre contenido en la 
fracción inorgánica. 
 
Es por ello que la selección de este tipo de tratamientos debe partir de un análisis 
previo del sustrato, que permita definir cuál es la forma de azufre que predomina, así 
como la caracterización de los minerales presentes (texturas, distribución de tamaños 
de la pirita, presencia de carbonatos, etc.). De esta forma, si en el carbón que se 
pretende biolixiviar el componente orgánico del azufre es el más abundante, el tipo de 
microorganismos a emplear, así como las condiciones del operación del sistema (pH, 
temperatura, medio de cultivo, etc.) deberán ser muy diferentes. 
 
Es importante anotar que para los carbones estudiados, el azufre pirítico es un 
componente muy importante (especialmente para el carbón de “El Vampiro II”), pero 
aunque este fuera removido completamente con el tratamiento bacteriano, aún se 
tendrían inconvenientes ambientales para la combustión de estos carbones, pues la 
fracción orgánica posee más del 1% de azufre, que es el límite establecido por las 
nuevas regulaciones ambientales del país. 
  
 
• Los porcentajes de biooxidación de pirita y lixiviación de azufre total fueron muy 
similares en los procesos llevados a cabo a escala erlenmeyer y a un volumen de 5 
litros en bioreactores agitados. 
 
Es importante anotar que, además de reducir el contenido de azufre en los carbones, 
el tratamiento bacteriano incrementó la capacidad calorífica de los mismos y redujo el 
contenido de cenizas, generando beneficios adicionales al pretendido. 
 
Esto permite inferir que el proceso puede ser llevado a cabo a mayores volúmenes, 
sin que por ello se afecte su eficiencia. No obstante, la viabilidad económica a nivel 
industrial para un implementar un tratamiento similar necesita de estudios detallados 
en aspectos críticos como los costos de operación asociados al transporte y molienda 
del carbón, energía requerida para la agitación de los reactores, temperatura de 
operación, etc. 
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10 RECOMENDACIONES 
 
• Teniendo en cuenta que las cepas empleadas para el proceso de biodesulfurización 
solo son aptas para extraer el azufre inorgánico del carbón, para los sustratos 
analizados, la efectividad del proceso podría ser incrementada empleando cultivos 
mixtos de Acidithiobacillus sp. y microorganismos capaces de lixiviar el azufre 
orgánico (como hongo del género Aspergillus).  
 
No obstante, tendría que evaluarse la compatibilidad que los diferentes 
microorganismos tendrían entre sí y con las condiciones de operación impuestas (Eh, 
pH, temperatura, medio de cultivo, etc.). 
 
 
• Con el fin de reducir y/o evitar la precipitación de sulfatos, se considera apropiado 
emplear un medio de cultivo que contenga la mínima concentración de sales basales 
necesaria para el correcto funcionamiento de los microorganismos. Por ejemplo, 
podría utilizarse el medio T&K, que posee la sexta parte de la concentración de sulfato 
de amonio en comparación con el medio 9K empleado. 
 
Por otra parte, como los microorganismos compatibles con A. ferroox. demostraron 
una gran capacidad para actuar aún en altas condiciones de acidez, otra forma de 
controlar la precipitación de sulfatos sería evaluando el proceso de biodesulfurización 
a pH constante de 1.2 - 1.3, que es el valor en el que el consorcio nativo se estabilizó. 
 
Es importante tener en cuenta que una previa adaptación de las cepas a las 
condiciones de operación y la presencia de NaOH en el sistema, puede ser 
determinante para que el proceso sea mucho más eficiente. 
 
 
• Aunque para los procesos de biodesulfurización se emplearon cepas aisladas nativas, 
compatibles con los géneros Acidithiobacillus ferrooxidans y Acidithiobacillus 
thiooxidans, no se puede afirmar con certeza que se trata de dichos microorganismos.  
 
Para ello, sería recomendable adelantar una caracterización a nivel molecular y 
determinar con claridad si se trata de estos microorganismos e incluso establecer si 
existe microbiota acompañante, que pueda o no inferir en la eficiencia del proceso. 
 
 
• Para todos los ensayos de biodesulfurización en los que se empleó el consorcio nativo 
(A. ferroox. + A. thioox.), se partió de una mezcla compuesta por volúmenes de 
inóculo iguales para cada cepa, pero no se evaluó la evolución de cada una de las 
especies en el tiempo. 
 
El seguimiento poblacional de los microorganismos durante el proceso, permitiría 
definir si las proporciones iniciales se mantienen (50%-50%) o si alguna de ellas se ve 
más favorecida para reproducirse, de acuerdo a las condiciones de operación 
impuestas.  
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